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@ ' Trousse et m^thode de dosage immunom6trlque appllcables d des cellules enti6res. 

@ La pr6sente invention a pour objet une trousse pour le 
dosage des antigSnes de surface caract6ristlques d'une 
population ou d'une sous-population cellulalre comprenant. 
oomme composants : 

a) un support sollde sur lequel sent fix^s par liaison 
covaiente ou par adsorption physique un ou plusleurs 
anticorps monoclonaux dtrlgSs contra des antlgSnes de 
surfacs de la population cellulalre d doser ; 

b) une ou plusieurs solutions contenant chacune un 
anticorps monoclonai sp6clf]que de la population ou 
sous-population cellulaire & doser, marqud par une sonde 
radlo-isotopique ou une sonde enzymatlque ; 

c) dans le cas d 'anticorps marques par une sonde 
enzymatique, une ou plusieurs solutions apportant les 
r6actifs n6cessalres (substrat et chromog6ne) pour r6v6- 
ler I*actlvit6 de I'enzyme. 

Ella concerne ^gaiement un proc6d6 de dosage lmmunoni6- 
trique des antig^nes de surface d'une population ou sous-po- 
puiation cellulalre. 

La trousse de dosage et le proc6d6 Immunom^trique seton 
{'invention peuvent 3tre utilises pour le dosage global de la 
population de lymphocytes T et/ou des sous-populations de 
lymphocytes 14 et 18. 
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Description 

Trousse et ni6thode de dosage Immunom^trique applicables d des cellules entl^res. 

La pr6sente invention conceme une trousse et una m6thode de dosage lmmunom§trique utilisant cette 
trousse, pour le dosage d'antigSnes de surface Garact6ristiques de populations ou de sous-populations de 

5 cellules. La m6thode de dosage lmmunom6trique et la trousse correspondante sent 6ga]ement destinies au 
dosage des cellules elles-mdmes par I'lnterm6dialre du dosage de leurs antlgSnes de surface. Ces dosages 
sont applicables au diagnostic. 

La connaissance des antlg6nes ou marqueurs de la surface cellulaire a fait d'fenormes progrds avec la mise 
au point de ('hybridation lymphocytalre et la d6couverte des anticorps monoclonaux par KOEHLER et 

10 MILSTEIN. (Nature, 1975. 256, 495-497). Les anticorps monoclonaux ont notamment permis la mise en 
6vldence et l*analyse de marqueurs de surface ou antlgdnes membranaires de cellules d'orlgines les plus 
varices. Ces marqueurs (ou antlg6nes) peuvent §tre de diff6rentes natures : prot6ines, glycoprot6ines ou 
glycolipldes. Les caract6risations recherch6es s'adressent alors principalement A des marqueurs de tissu ou 
d'organe, i des marqueurs d'6tats de diff§renciation ou d'activatlon de cellules nonmales et i I'identification ou 

15 au typage de cellules normaies ou canc6reuses. Un domaine d'appllcation partlcuii6rement important est 
r6tude des lignSes cellulalres de PhSmatopoT^se (^rythrocytalre, megakaryocytaire, granulocytaire, 
monocytaire, lymphocytalre). 

Ainsi, par exemple, les anticorps monoclonaux ont permis de pr6clser les caract6ristlques de surface 
respectives des lymphocytes T et B. Les marqueurs correspondents seuls ou en comblnaison Identifient des 

20 stades de diff6renclatlon et de sp6clalIsatlon fonctionnelle des lymphocytes. Par convention Internationale, les 
marqueurs de surface des leucocytes humains ont 6t§ class6s dans des groupes ou classes de dlff6renclatlon 
(CD) d6finis lors du Sous-Comit6 lUIS-OMS, 1984 et d6crlts dans Bulletin de I'Organisatlon Mondiale de la 
Sant6. 1984. 62 (5), 813-815. 
L*identification de ces marqueurs rendue possible grSce aux anticorps monoclonaux a permis d'acceder k 

25 leur structure et k leurs fonctlons biologiques. Par exemple, les molecules des marqueurs CD4 et CD8 
participant k des fonctlons d'adhfeslon leucocytaire et se trouvent k la surface des lymphocytes T k fonction 
auxiliaire et Inductrice (marqueur CD4) ou k fonction cytotoxique et suppressive (marqueur CDS), 
respectivement. 

L'6tablissement de ces connaissances a permis rutllisatlon de ces marqueurs grkce aux anticorps qui les 
30 reconnaissent pour le diagnostic et le suM de pathologies varices dont, notamment. les hemopathles 
malignes (Ieuc6mles, lymphomes. etc.), et les 6tats de dysfonctionnement du systems Immunitaire (maladies 
autolmmunes. deficits immunltaires congenitaux ou acquis comma le SIDA, etc.) (BRETON-GORIUS et 
VAINCHENKER. Le Biologiste. 1987, XXI, n« 167 63-70. SHAW, Immunology today, 1987, 8 (1), 1-3). 
Les anticorps monoclonaux sont aujourd'hul des outlls Irremplagables de la blologle clinique appllquSe aux 
35 analyses cellulaires. 

II existe des m6thodes de d6nombrement de cellules qui utilisent le marquage de leurs antlg^nes de 
surface, mais ces mfethodes sont souvent longues. laborleuses, difficlles k mettre en oeuvre, et les r6sultats 
en sont parfols al6atolres. 
Les m§thodes connues et utills6es pour mesurer I'expresslon normals ou modlfl6e des antlgfenes de la 

40 surface de la cellule peuvent etre s6par6es en deux groupes. Dans le premier groupe, les antlg6nes sont 
mesuros a I'aide d'6qulpements de laboratoire complexes et specialises reposant sur la cytom6trie de flux 
(voir notamment PONCELET et Coll., J. Immunol. Methods, 1985. 85, 65-74) ou les techniques de microscople 
quantitative (POULTER et Coll. J. Immunol. Methods. 1987, 98. 227-234). La mise en oeuvre de ces m6thodes 
d'^valuatlon des antig^nes de la cellule est bas6e sur la mesure de signaux apport^s par des anticorps 

45 anticellules couples de mani^re directe ou indlrecte k un rfeactif marqu6 par des substances fluorescentes (ou 
fluorochromes) telles que I'isothlocyanate de fluoresc6ine ou de rhodamlne, ou des enzymes telles que la 
peroxydase ou la phosphatase alcaline. L'emploi de ces r6actffs fluorescents ou enzymatiques assocl6s k des 
6tapes appropri6es de lavage conduit alors k I'apparitlon de fluorescences ou de colorations strlctement 
Iimit6es aux membranes cellulaires et ne diffusant pas dans le milieu environnant. L'utilisation courante de ces 

SO methodes en laboratoire rests Ilmit6e par ia n6cesslt6 d'un apparelllage specialise et coGteux (microscope k 
fluorescence associe ou non k un analyseur d'image, cryostat, cytometre de flux). En outre, Tanalyse et 
rinterpretation des Immunomarquages des cellules par ces precedes rendent necessaire la competence d'un 
speclaltste en cytologie. 

Un deuxieme groupe de methodes de mesure des antlgenes est bas6 sur revaluation quantitative des 
55 marqueurs de la population cellulaire globaJe. Ces methodes permettent la mesure des antigenes par un 
marquage solt direct, soit indirect qui est alors realise le plus souvent en deux, trois ou quatre etapes. Dans 
tous les cas, le reactif employe lors de la demiere 6tape du marquage porta une sonde qui est soit de nature 
isotopique. lode 125 par exemple, pour un dosage de type immunoradlom6trlque (BROW et Coll. J. Immunol. 
Methods, 1979, 31. 201 - STOCKER et HEUSSER J. Immunol. Methods, 1979, 26, 87-95) soit une enzyme pour 
60 un dosage de type Immunoenzymometrique. le plus souvent la peroxydase, la phosphatase alcaline ou la 
P-galactosldase, (VAN LEUVEN et Coll., J. Immunol. Methods, 1978, 23, 109-116 - MORRIS Transplantation, 
1983, 36 (6), 719-BAUMGARTEN J. Immunol. Methods. 1985, 94, 91-98). 
Les methodes de ce dernier groupe sont assez Incommodes, laborleuses et hasardeuses k appliquer en 
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raison de la n6cesslt6 de nombreux lavages et centrifugatlons du materiel cellulaire ; il est n6cessaire parfois 
de prdlever le milieu color6 resultant de la reaction enzymatlque en vue de la mesure spectrophotona6trique 
finale ; enfin la fixation chlmlque des cellules, qui est le plus souvent utflls6e. est k I'origlne de la destruction 
irreversible de certains antlg6nes partlcull6rement sensibles aux fixateurs chlmlques usuels tels que 
glutarald6hyde ou methanol (DROVER et Coll. J. Immunol. Methods, 1986. 90, 275-281). 5 

li est connu dans la Iltt6rature que I'on peut doser un antig6ne portant plusieurs determinants antlg6niques, 
c'est-4-<llre plusieurs epitopes, en fixant cet antigene par I'un de ses epitopes grSce e un anticorps 
Immobilise sur un support sollde et en liant k un autre epitope de I'antlgene un autre anticorps porteur d'un 
marqueur enzymatique ou radio-lsotopique permettant le dosage. 

Une telle technique, souvent appel6e technique sandwich, est notamment d6crlte dans les brevets ou 10 
demandes de brevets FR 2 487 983, FR 2 500 166, EP 119 736. Aucun d© ces documents ne d6crit rappllcation 
de cette technique k des cellules entieres. meme si le mot "cellule" est parfois incius dans la liste des 
antigenes auxquels s'applique le precede. 

Dans les brevets cl-dessus, les differents antigenes. objets des exemples decrits. sont tous et uniquement 
des molecules proteiques, solubles dans I'eau et tes liquldes physiologlques. telles que hormones, enzymes is 
ou marqueurs tumoraux circulants. Par opposition, il est ctair qu'une cellule n'est pas une molecule et s'en 
distingue au moins par une taille conslderablement plus eievee et par le fait qu'elie n'est pas soluble dans les 
milieux physiologlques. AInsi. jusqu'e ce Jour, la technique sandwich n*a Jamais ete appliques e des cellules 
entieres. 

Par ailleurs, I'lmmunocapture de cellules sur un support sollde est decrite dans la demande de brevet WO 20 
86/02091 dans iaquelle le but est d*eiiminer des cellules ind6sirables dans des 6chantllIons de moelle osseuse 
destinee e des transplantations. Dans cette demande de brevet, la capture des cellules est r6alls6e sur des 
microbilles flottantes et n6cessite que I'anticorps utilise soit reiie au support sollde par une structure 
macromoiecuiaire complexe, appel6e r6seau-relais. capable d'assurer une orientation priviiegi6e de 
i'anticorps par rapport e celie de I'antlgene cellulaire correspondent. Aucune application de la technique au 25 
dosage quantitatif d'un antigene n'est indiquee dans cette demande. 

L'Immunocapture de cellules est egalement decrite dans la demande de brevet WO 84/03151 pour une 
application analytique. Dans cette demande. le but est d'identtfier les groupes tissuiaires auxquels 
appartlennent les cellules examinees (operation generalement d6nomm6e typage HLA). La capture des 
cellules est effectu6e grace e des anticorps disposes selon une geometric partlculiere sur des supports tres 30 
specialises (lamelles de microscope). Les resultats sont obtenus par simple obsen/ation visuelle du support et 
conduisent e des r6ponses en "tout ou rien". AInsi. les sytdmes d'immunocapture de cellules d6crits jusqu'^ 
ce Jour ne conduisent pas k des applications analytiques permettant la determination quantitative d*un 
antigene exprime k la membrane de certalnes cellules. De plus, tous ces systemes peuvent manquer de 
speclficite car ils reposent sur la reconnaissance des cellules par un unique anticorps. 35 

La methode de dosage qui fait I'objet de ta presente invention, possede des avantages considerables par 
rapport & toutes les techniques anterieurement connues et utillsees car elle permet de mesurer de fagon 
quantitative tout antlg6ne d'une population cellulaire en un seul temps d'analyse. Ce dosage est realise sur 
des cellules qui n'ont subi aucune Intervention chlmique ou physique et qui sont dans leur etat d'lnt6grite 
physlologique. De plus, la m6thode de dosage selon rinventlon possede les caracteristiques de tres haute 40 
speclficite, propres aux systemes k double reconnaissance immunologlque mettant en oeuvre 2 anticorps 
differents speclfiques de 2 antigenes differents port6s par la mdme cellule. Cette methode est simple, rapide 
et reproductible. Elle est tout k fait adapt6e k i'analyse d'un grand nombre d'6chantillons ce qui permet son 
utilisation, e des fins de diagnostic dans les laboratoires de blologie clinique k grand d6blt. 

Ainsi. ia pr6sente invention se rapporte k une trousse pour le dosage Immunometrique d'au moins un 45 
antigene de surface caracterlstique d'une population ou sous-population cellulaire comprenant, comme 
composants : 

a) un support sollde sur iequel sont fixes par liaison covalente ou adsorption physique un ou plusieurs 
anticorps monoclonaux diriges centre des antigenes de surface de la population cellulaire examinee 
autre que ledit antigene caracterlstique et destines k immoblliser sur le support les cellules parmi 50 
lesquelles se trouvent celles de la sous-population portant i'antlgene k doser ; 

b) au moins une solution comprenant un anticorps monoclonal spedflque dudit ant!g6ne 
caracterlstique de ia population ou sous-population cellulaire portant rantlg6ne k doser, marqu6 par une 
sonde radio-isotoplque ou une sonde enzymatique ; 

c) dans le cas d'anticorps monoclonaux marques par une sonde enzymatique, un rev6iateur de 55 
I'enzyme, k savoir une ou plusieurs solutions contenant le substrat de i'enzyme et. le cas echeant, un ou 
plusieurs reactlfs necessalres pour reveler Tactivite de i'enzyme. 

Le terme cellule, utilise dans la presents description et dans les revendications qui vont suivre, inclut les 
cellules humalnes, les cellules animales, les cellules de protozoalres et les cellules des micro-organismes 
(bacteries ou champignons). Concernant les cellules sanguines, la presente Invention inclut les elements 60 
figures nuciees, tels que les leucocytes et les elements figures anuciees, tels que les hematles ou les 
piaquettes. 

La methode de dosage selon I'lnvention s'applique k des cellules entieres, c'est-i-dire non lysees.. 
Ces cellules n'ont subl aucune intervention physique ou chlmique et elles sont mises en oeuvre dans un etat 
d'integrite physlologique complete. Cette situation constitue la meilleure garantie d'Integrite des marqueurs 65 
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membranafres choisis comma cibles de dosage. 

Comma support solfde, on peut utliiser tout dispositif adapts & la manipulation de suspensions cellulalres et 
prdf6rentiellement des tubes, des supports magn6tlques particulaires ou des plaques rigldes ou souples de 
microtltration en poty6thyldne, polystyrene, chlorure de polyvtnyte ou nitrocellulose comportant des 
5 mlcropults. Les antlcorps monoclonaux destines & rimmobilisation des cellules peuvent §tre fix6s sur les 
supports sondes solt par liaison chlmique covaJente, soit par adsorption physique selon les techniques 
classique blen connues de I'homme de i'art, telles que celles d^crites par STOCKER et HEUSSER J. Immunol. 
Methods, 1979, vol. 26. p. 87-95. Avantageusement, le support peut §tre au pr^alable saturd k I'aide d'une 
protelne. 

10 Selon rinvention, le ou les antlcorps monoclonaux fix6s sur le support sollde doivent permettre 
rimmunocapture de la population cellulaire parmi laquelle se trouve la ou les populations cellulalres porteuses 
des antlgdnes k doser. Lorsque cette population est constitute de cellules humalnes. les antlcorps 
monoclonaux pr6f6r6s pour rimmunocapture sont les antlcorps anti-HLA de classe I qui sont sptciflques de la 
partie commune des antigdnes HLA A. B et C presents sur les leucocytes et de nombreuses autres ligntes 

15 cellulalres de I'organisme. Parmi ces antlcorps, celul d6nomm6 S-classe I. commercialism par BIOSYS, est 
particulidrement pr6f6r6. 

Dans d*autres cas oCi les cellules examinees sont des cellules humaines et dans tous les cas lorsque ces 
cellules ne sont pas humaines, des antlcorps monoclonaux approprlts au type de cellules examinees peuvent 
6galement §tre utilises pour rimmunocapture selon invention, 
20 L'expression "un anticorps monoclonal marqu6 par une sonde radlolsotopique" signrfie que i'antlcorps 
monoclonal porta, soit sur un 6l§ment propre de sa structure, par exemple les r6sidus de tyrosine constltutlfs, 
soit sur un radical approprl6 qui lui a 6t6 flx6, un Isotope radioactif permettant de le doser par comptage de la 
radioactivity qui lui est associte. 
L'expression "un antlcorps monoclonal marqu6 par une sonde enzymatlque" signlfie que i'anticorps 
25 monoclonal est couple a une enzyme qui, assoclee k Temploj de rtactifs appropries. permet une mesufe 
quantitative de cet anticorps monoclonal. 

Le substrat et les rSactifs sont cholsls de sorts que le produit final de la reaction ou de la sequence de 
reaction provoqu6e par i'enzyme et mettant en oeuvre ces substances soit : 

- ou bien une substance color6e ou fluorescente qui diffuse dans le milieu llquide envlronnant les cellules et 
30 qui fait Tobjet de la mesure finale spectrophotom§trlque ou ftuorlm^trlque, respectlvement, 

- ou bien une substance coiorte insoluble qui se d§pose sur les cellules et les parois sur lesquelles elies sont 
fix6es et qui peut faire I'objet, soit d'une mesure photom6trique par reflexion, soit d'une Evaluation k Toeli 
tventuellement par rapport k une gamme de teintes 6talonn6es. 

La trousse de dosage peut contenir comme composant additlonnei une solution tampon destin6e au lavage 
35 du support sollde aprts immobilisation et marquage des cellules avec le ou les antlcorps portant la sonde 
cholsie. 

La trousse de dosage peut aussi contenir comme composants addltlonnels les 6chantillons n6cessaires k 
l*etalonnage du dosage ainsi qu*au contrdle de quality du dosage. 
La prtsente invention a 6galement pour objet un proc§d6 pour le dosage immunom^trique des antigdnes 
40 de surface d'une population ou d'une sous-population cellulaire caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- une kXajpe unique pour rimmobilisation sp6clfique ou immunocapture d'une population cellulaire sur le 
support sollde en utilisant un ou plusleurs anticorps monoclonaux, prtalablement fix6 par liaison covalente ou 
par adsorption physique sur ledit support et capable de reconnaJtre un antlgdne pr6sent k la surface des 
cellules autre que I'antigdne k doser et, simultan6ment, le marquage direct de rantigtne de surface k doser, 

45 appartenant k la population cellulaire lmmobllis6e, ou k une de ses sous-populations, par un anticorps 
monoclonal sp6ciflque de cet antig6ne k doser, ledit antlcorps monoclonal portant une sonde radio-isotopique 
ou, aiternativement, enzymatique ; 

- une p6riode d*incubation pour permettre I'immunocapture et le marquage simultanes ; 

- le lavage du support sollde pour 6limlner les cellules Ind6sirables non Immobilisoes et rexc6s d'antlcorps 
50 monoclonal portant la sonde radio-isotopique ou enzymatique ; 

- le dosage proprement dit de i'antigdne k doser dans la population ou sous-population cellulaire marquee, par 
comptage de la radioactivity fixEe ou. aiternativement. aprds traltement du milieu par le substrat de i'enzyme et 
6ventuellement un ou des r6actifs auxiiiaires appropries. par mesure photom^trlque en transmission ou en 
reflexion, ou par mesure de remission de fluorescence. 

55 La trousse de dosage et le precede Immunometrlque selon I'invention s'appllquent de fapon preterentlelle 
au dosage des antigenes de surface des elements figures du sang humain notamment les leucocytes, plus 
particulierement les lymphocytes, les lymphocytes T, les lymphocytes T4, les lymphocytes T8. les lymphocytes 
8, ainsI que les granulocytes, les monocytes et les plaquettes sanguines. 
Une autre application pr6f§r6ntielle est le dosage des antlg6nes de surface des micro-organlsmes 
eo pathogenes, par exemple le Candida albicans. 

En outre, la trousse de dosage et le precede Immunometrlque selon rinvention sont particulierement utiles 
pour le dosage des antigenes de surface des cellules tumorales, notamment celles des cancers de I'apparell 
urinaire et celles des hemopathies malignes. 
La trousse de dosage et le precede immunometrlque selon I'invention permettent de mesurer des slgnaux 
65 (radloactivite ou lumiere absorbee ou emise) dependant k la fois du nombre de cellules presentee dans la 
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population cellulaire examinee et de la density de TantigSne mesur^ & la surface de ces cellules. La mesure de 
ces signaux permet une Evaluation quantitative du nombre total de molecules de cet antigdne qui sont port^es 
par la population ou sous-population cellulaire examln6e, que cet antlg6ne soit k rdle structural ou fonctlonnel. 

Par exemple, dans le cas des marqueurs leucocytalres particuli6rement importants en h6matologie, on salt 
que chez les sujets sains, dans la majority des situations, la valeur moyenne de la densit6 antig6nlque ne varie 5 
pas de fapon importante d'un 6chantillon k un autre pour une m§me population cellulaire. II existe alors une 
bonne correlation entre le d6nombrement cytologique des cellules portant I'antig^ne consid6r§ et le signal 
mesur6 seion I'lnvention qui est proportionnel au nombre total de molecules d'antigdne pr^sentes dans 
r6chantiIlon examin6. Au contraire, dans certains 6tats pathologlques, la density des antlg^nes de surface 
peut verier pour une m3me population cellulaire sans que le nombre ou la proportion des cellules positives 10 
varle notablement. De tels 6tats pathologlques sont plus efficacement mis en Evidence par application du 
proc6d6 immunom^trique selon invention ou en utilisant la trousse de la pr^sente invention, qu'lls ne le 
seraient par une proc6dure conventlonnelle de ddnombrement cytologique. 

Une autre application de Tinvention apparajt en cholsissant comme support sollde une plaque de 
microtitration. La trousse de dosage et le proc6d6 immunomdtrique selon I'lnvention peuvent alors is 
avantageusement §tre utilises pour le dosage sur une seule plaque d*une s6rie d'antig^nes de surface 
caract^ristiques de diverses sous*populations constitutives de la population cellulaire examinee. Pour cette 
application, on peut utiliser, d'une part, des plaques de microtitration pr§tes ^ I'emplol sur lesquelles ont 6t6 
fix6s k I'avance un ou plusleurs anticorps monocionaux capables de retenir toutes les cellules de la population 
examinee et disposer, d'autre part, d'une s6rie d'antlcorps monocionaux couples k un marqueur appropri6 et 20 
sp6cifiques chacun d'un antlg^ne caract6ristlque de Tune des sous-populations k 6valuer. AinsI, en une seule 
manipulation et sur un m§me support, on peut obtenir le dosage quantitatif de tous les antigdnes n6cessalres 
k la caracterisation des sous-populations choisies. 

Cette application de la pr^sente Invention est illustr6e par la caracterisation de l'6quipement antlg6nique de 
cellules pr^sentant un int^r^t en blologie dinique. Un premier cas est represents par la determination des 25 
groupes tissulaires caracterisant un IndMdu donne. connue sous Tappellation usuelie de typage HLA. 

Un deuxieme cas est represente par le typage de cellules tumorales, en particuller pour les malades attaints 
d'iiemopatinies malignes, teltes que les leucemies ou lymphomes. Cet examen de diagnostic, pratique 
systematiquement. consists k caracterlser le type et I'origine des cellules tumorales du patient par la presence 
ou ('absence sur ces cellules d'une serle d'antlgenes de surface convenablement cholsis. 30 

En utilisant la trousse selon I'lnvention, comportant une plaque de microtitration sur laquelle ont ete fixes k 
I'avance un ou plusieurs anticorps monocionaux capables de fixer toutes les cellules de la population 
examinee et des solutions de differents anticorps monocionaux marques par une sonde enzymatique ou 
radio-lsotoplque et specifiques chacun d'un antigene present sur les cellules tumorales, on peut Identifier et 
evaluer quantitativement les antigdnes caracteristiques de la population des cellules tumorales du patient et 35 
les rattacher ainsi k I'un des grands groupes de cancers et notamment d'h6mopathies malignes, cllniquement 
caracterises. L'appllcation du proc6d6 selon Tinvention permet ainsi d'effectuer rapidement, sur un support 
unique, Texamen qualitatif et quantitatif de requipement antigenlque des cellules tumorales. 

A titre d'lllustration d'une autre application de I'lnvention, on peut clter le cas des lymphocytes T humains. 
pour iesquels II existe notamment 2 sous-populations de cellules : les lymphocytes caracterises par la 40 
presence du marqueur CD4 et qu'on appellera les lymphocytes T4 posltlfs ou plus simplement lymphocytes T4 
et les lymphocytes caract6rls6s par la presence du marqueur CD8, qu'on appellera lymphocytes T8 posltlfs 
(ou lymphocytes T8). 

La mesure du rapport num6rique T4/T8 present© un grand interfit diagnostique en biologie dinique. En effet, 
11 est connu que les modifications du rapport T4/T8 apparalssent dans diverses affections du systeme 45 
immunitaire, telles que les maladies dysimmunltalres, les maladies infectleuses chronlques, les infections 
virales et notamment les affections k IHIV (virus du SIDA) 

La trousse de dosage et le precede immunometrique selon I'lnvention peuvent etre utilises pour le dosage 
d'antlgenes globalement caracteristiques de la population de lymphocytes T et/ou d'antigenes caracteristi- 
ques des sous-populations de lymphocytes T4 et T8. Dans ce cas. on effectue rimmobilisation specif ique des 50 
lymphocytes T de rechantillon examine sur un support sollde et, simultanement, on effectue le marquage 
direct des antigenes de surface des lymphocytes T4 par un anticorps monoclonal antl-CD4 portant une sonde 
radio-isotopique ou enzymatique ; de la mSme manidre, on effectue le marquage direct des antigenes de 
surface des lymphocytes T8 par un anticorps monoclonal antl-CD8 portant une sonde appropriee. 

Pour le dosage des lymphocytes T totaux, on utilise de preference un anticorps monoclonal anti-CD7 55 
(egalement denomme antl-T2) portant une sonde appropriee. 

Pour obtenir I'immobllisatlon specifique des lymphocytes T de rechantillon, on utilise de preference un ou 
plusieurs anticorps monocionaux capables seuls ou en comblnaison de reconnaitre la totalite des cellules T de 
l'6chantiIlon. ce qui est le cas des anticorps anti-leucocytes communs (ou anti-CD46) ou des anticorps 
reconnalssant I'ensemble de la population T (dits "pan-T") tels que les anticorps antl-CD2 (ou anti-T11), 60 
anti-CD5 (ou anti-T1), antl-CD7 (ou anti-T2) ou d'autres anticorps pan-T non encore affect6s k une classe de 
differenciation selon les criteres CMS. 

On peut avantageusement utiliser la methode immunometrique de I'lnvention pour le dosage d'antlgenes 
caracteristiques de la population des lymphocytes T et des lymphocytes T4 et T8 sur plusieurs parties du 
m§me support sollde. La mesure des signaux par comptage de radioactlvlte, mesure photometrique en 65 
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transmission ou en r6flexlon, ou mesure de fluorescence pennet de calculer als6ment et directement le 
rapport num6r!que CD4/CD8. 

De la m§me manlSre. on peut doser sur un mime support sollde. les sous-populations appel6es 
lymphocytes T et lymphocytes B, constltutlves de Tensemble de la Ilgn6e lymphocytalre. 

5 On peut par exemple. fixer par adsorption un anticorps monoclonal ou un m6lange d*anticorps 
monoclonaux sp6cifiques de la totality des antigdnes de surface des cellules T sur ies parois des micropults. 
Ces anticorps monoclonaux permettront d'Immobillser ult6rieurement dans les micropults touts la population 
des cellules T de r6chantiHon examin6. Les plaques ainsi pr6par6es peuvent §tre lyophiIls6es et stock6es de 
pr6f6rence ^ 4°C. Cette ^tape peut Stre r6al]s6e Industriellement et Ton pourra ainsI disposer de plaques 

10 prates k i'empiol pour les trousses de dosage applicabies soit aux lymphocytes T totaux soit & toute 
sous-population des lymphocytes T. 

Les echantiilons contenant les cellules k doser et provenant du sang ou de tout liqulde blologique 
appropri§, normal ou pathologique, peuvent §tre utilis6s teis quels ou aprte pr6para tlon, notamment par 
centrlfugatlon en gradient de denslt6 selon les methodes d6j^ connues et en particuller en milieu k forte 

15 denslt6 comme par exemple, le FICOLL-PAQUE, commerclalls6 par Pharmacia. Pour le dosage des 
lymphocytes sangulns, on peut ^galement traiter I'^chantiilon de sang k doser avec une solution appelde 
tampon de lyse qui lyse les globules rouges. 

Des parties aiiquotes de la suspension cellulaire approprl6e sont placSes au contact du support solide, par 
exemple dans les micropults d'une plaque de mlcrotltratlon pr6alablement pr6par6e, en mime temps que la 

20 solution faisant partle de la trousse de dosage et contenant Panticorps monoclonal specif ique de la population 
cellulaire viseeet portant une sonde approprlie, c'est-4-dlre un traceur radlo-isotoplque ou enzymatique. Ainsi 
une sonde radio-isotopique peut §tre realisie, par exemple par marquage de I'anticorps monoclonal k I'iode 
125 ou riode 131. par exemple en prisence de chloramlne T selon un proc6d6 connu (F.C. GREENWOOD, 
W.M. HUNTER et Coll. Blochem. J., 1963. 89, 114) ; ou bien une sonde enzymatique peut itre r6alis6e en 

25 conjuguant Tanticorps monoclonal k une enzyme telle que la phosphatase alcaline, la peroxydase, la 
P-galactosldase ou racitylcholinestirase, selon ies mithodes connues (voir par exemple M. O'SULLIVAN 
Methods In Enzymology 1981, 73, 147) ou selon une mithode qui en dicoule. Dans certains cas, pour iviter 
certains inconvinlents iiis k la manipulation de substances radioactives et k la durie limitie de validity des 
riactifs, les enzymes seront utilisies de prifirence aux sondes radlo-isotopiques. 

30 La piriode d'incubation, c'est-&-dlre la dur§e n6cessalre pour IMmmobilisatlon et le marquage simultanis 
des cellules est de preference infirieure ou 6ga!e k 1 heure. Pendant ce dilal, le support solide peut 
iventuellement etre centrifugi pour amiliorer I'immobillsation des cellules. Le support solide, la plaque de 
microtitration par exemple, est ensuite Iav6 pour iliminer en meme temps ies cellules non fixies et Tanticorps 
monoclonal portant une sonde enzymatique ou radio-isotopique, en excis. 

35 Lorsque Ton utilise une sonde radio-isotopique. comme par exemple I'iode 1 25, la radioactiviti associie aux 
cellules est comptie dans un compteur gamma selon toute modaliti appropriie et par exemple apris 
solubilisation des cellules par une solution alcaline (par exemple une solution de soude) et r6cup6ratlon de la 
solution contenant la radloactiviti k I'aide d'un tampon absorbant. 
Lorsque Ton utilise une sonde enzymatique sur Tanticorps monoclonal, Tapparltlon d'un produit colori ou 

40 fluorescent est obtenue en ajoutant au support solide sur lequel a kXk fixie la population cellulaire portant 
I'antlgine k doser une solution contenant le substrat de I'enzyme et un ou plusleurs riactifs auxiliaires 
permettant d'obtenir finalement comme produit de riactlon. soit un produit colori soluble dans le milieu, soit 
un produit colori insoluble, soit un produit fluorescent soluble, comme cela a 6t6 expllqui pricidemment. On 
mesure ensuite le signal lumlneux provenant des ichantillons aInsI traltis, k I'aide de I'appareillage adapti k 

45 chaque cas : photomitre en transmission ou en riflexion ou fluorimitre respectlvement. Lorsque le support 
solide est une plaque de microtitration, la lecture du signal lumlneux peut itre effectuie siquentiellement 
dans tous les puits d'une meme plaque par I'empiol de lecteurs automatisis d'usage courant dans les 
laboratolres de blologie, tels que par exemple le lecteur de plaque Tltertek ou le lecteur de plaque Fluoroscan, 
pour les lectures spectrophotomitriques ou fluoromitriques respectlvement. 

SO En utilisant comme sonde enzymatique la phosphatase alcaline, le couplage de cette enzyme avec 
I'anticorps monoclonal est effectu6 selon ta mithode proposie par Boehringer Mannheim -Biochemlca. Les 
substrats prifirentiels de cette enzyme sont le paranitrophinylphosphate pour une lecture finale 
spectrophotomitrlque ou ie m6thyl-4- umbelllfiryl phosphate pour une lecture fluoromitrique ou le bromo-5 
chloro-4 lndolyi-3 phosphate pour obtenir un produit de reaction colori Insoluble. On peut de mime utillser 

55 comme sonde enzymatique la p-galactosldase dont les substrats prifirentlels seront alors I'orthonitrophinyl 
P-D-galactopyranoslde ou le mithyl-4 umbelliferyl p-D-galactopyranoside. 

Prifirentiellement, on peut coupler les anticorps monoclonaux k la peroxydase. Dans ce cas, le procidi de 
couplage est dirivi de celul d6crit par M.B. WILSON et P.K. NAKANE In Immunofluorescence and Related 
Staining Techniques. W. Knapp. K. Kolubar, G. Wicks ed . Elsevler/North Holland. Amsterdam, 1978. 

60 p. 215-224. Les modifications Introdultes par rapport au protocols initial de priparatlon du conjugi 
enzymatique portent sur les points suivants : 

- rapport molalre peroxydase/anticorps 6gal k 3, contre 2 dans le protocole. 

- oxydation molns poussie des motifs glucidiques de la peroxydase par diminution de 33^/0 de la 
concentration proposie en periodate de sodium. 

65 Les reactifs utilisis pour riviler la peroxydase conjuguie aux anticorps monoclonaux contiennent de I'eau 
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oxyg6n6e. substrat de Tenzyme. et un chromogdne approprl6 par exemple de rorthoph§nyl6nedianilne ou 
raclde a2lno-2,2' bis (6thyl-3 benzo-thiazollne suIfonlque-6) ou ABTS pour obtenir un prodult final de r6actlon 
coIor6 et soluble dans le milieu ou blen la dlafnlno-3.3' benzidine ou l'anilno-3 6thyl-9 carbazole ou le chlora4 
a-naphtol pour obtenir un prodult final de reaction Insoluble, ou blen faclde parahydroxypli6nyl proplonlque 
pour obtenir un prodult de reaction fluorescent soluble dans le milieu. 5 

Selon une forme pref6rentlelle, la trousse selon invention pour le dosage d'antig6nes caract6rlstiques des 
lymphocytes T, T4 et T8 comprend : 

a) une plaque de microtltratlon dans les pults de laquelle ont 6t6 fix6s un ou plusieurs antlcorps 
monoclonaux antilymphocytes T, 

b1) une solution contenant au moins un antlcorps monoclonal antilymphocytes T marqu§ 4 la 10 
peroxydase. 

b2) une solution contenant au moins un antlcorps monoclonal antl-antlg6ne CD4 marqu6 k la 
peroxydase. 

b3) une solution contenant au moins un antlcorps monoclonal antl-antigdne CDS marqu6 k la 
peroxydase. IS 
c1) une solution contenant de I'eau oxyg6n6e, substrat de l*enzyme, dans un tampon approprid. 
c2) une solution contenant le chromogdne utilise pour r6v6ier I'expression de ractivlt6 de Tenzyme. 
Un autre mode pr6f6rentiel de realisation de Tlnventlon est I'utilisatlon d'antlcorps monoclonaux coupl6s i 
t'ac^tylcholinestSrase. 

L'ac6tylcholinest6rase est coupl6e k Tanticorps en utilisant pr6f§rentlellement un proc6d§ d§rlv6 de celul 20 
decrit dans le brevet franqais n° 2 560 799 ou un proc§d6 qui comporte schematlquement la preparation de 
fragments de Tantlcorps par une technique connue, la modification de Tenzyme par reaction avec un agent 
h6t6roblfonctlonnel approprie et enfin le couplage des produits ainsi obtenus. D*autres proc§d6s connus de 
construction de conjugu6s immunoenzymatlques peuvent aussi etre utilis6s dans ce cas. 

La r6v6Iatlon de ractlvlt6 enzymatlque sp6cifiquement li6e k rantlgdne cellulaire reconnu par le conjug6 k 25 
l*ac6tyIcholinest6rase est r6alis6e de pr6f6rence selon ia technique blen connue qui empioie l'ac§tylthiocho- 
llne comme substrat de I'enzyme et le r6actlf d'Ellman. ou aclde dithio-5.5' nitro-2 benzoTque comma 
chromog6ne, selon toute varlante adapt6e au cas examin6, par exemple celle d6crite par Pradelles et al. Anal. 
Chem. 57 (1985) 1170-1173. 

Les chromog§nes cit6s sent utilises tels quels ou sous forme de sels solubles dans Teau. 50 

Les r6sultats du dosage des antigdnes selon invention peuvent etre exprlm6s selon toute modalltd 
appropriee k Texamen effectu6. Plus particuli^rement on peut exprlmer ces r6sultats soit en nombre total de 
molecules d'un antlg^ne partlculler (par exemple Tantlg^ne CD4) pr6sentes dans un volume donn6 de 
r6chantillon examin6 (par exemple par microlitre de sang), soit par le rapport du nombre des molecules d'un 
antig6ne au nombre des molecules d'un autre antigdne dans rdchantlllon examine (par exemple le rapport des 35 
antig6nes CD4 aux antigdnes CD8-ou rapport CD4/CD8 dans I'^chantillon de sang examin6). 

Pour determiner le nombre de mol6cules d'un antigene partlculler. dans l'6chantillon examine, on utilisera 
de preference une gamme d'etalonnage constltuee de cellules ou de preparations cellulalres appropriees, 
portent I'antigene k doser et qui auront et6 preaiablement caiibrees par une m6thode de reference connue. 
Ces etalons seront de preference constitu6s soit par des cellules identiques dans ieur provenance aux 40 
cellules qui feront Tobjet du dosage, soit par des cellules de lignees cellulalres etablies portant rantig6ne 
recherche, soit par des preparations, par exemple de membranes, provenant de ces cellules. 

Ces etalons sont alors trait6s exactement comme les echantlilons 4 examiner. Les slgnaux qui en decouient 
servent k construire une gamme d'etalonnage k laquelle sont rapportes les slgnaux mesures avec les 
echantiilons k examiner. Les calculs ult6rieurs sont classlques. 45 

Pour determiner le rapport des nombres de molecules de deux antigenes dans l*6chantlllon k examiner, on 
peut utiliser le syst6me d'etalonnage decrit ci-dessus et caiculer finalement le rapport recherche. Plus 
simplement dans de nombreux cas, on peut calcuier directement le rapport des signaux sp6cifiques obtenus 
avec chacun des antigenes recherches, ie corrlger le cas 6cheant par des facteurs connus tels que le rapport 
des dimensions des prises d'essai mises en oeuvre et on obtlent directement le rapport recherch6. 50 

La methode de dosage Immunometrlque selon I'inventlon est simple, raplde et reproductible. Son utilisation 
est tout k fait adaptee k I'analyse d'un grand nombre d'echantillons. Pour en comprendre les avantages par 
comparalson avec les autres methodes decrites, 11 convlent d'en analyser les differentes etapes. 

L'lmmobilisatlon des cellules sur le support spllde est la phase du dosage qui presente habltuellement le 
plus de difflcultes ou qui est la plus critique dans sa realisation. Le moyen souvent utilise est la fixation 55 
chlmlque des cellules par le giutaraldehyde ou le methanol dans des cupules traltees ou non k la poly-L-lyslne 
(VAN LEUVEN F. et Coll., J. Immunol. Methods. 1978. 23, 109). Toutefois, ies fixations chimlques ainsi mises en 
oeuvre peuvent dimlnuer ou mfime supprlmer la detection specifique recherchee ou au contraire Induire des 
marquages faussement positlfs de cellules ce qui est un Inconvenient tree grave (DROVER et MARSHALL J. 
Immunol. Methods. 1986. 90. 275-281). ^ 

De plus la realisation du precede par fixation chimique necesslte plusleurs etapes : la centrifugatlon des 
cellules, la preparation du melange de fixateur, la fixation puis les lavages des cellules fixees. 

La desslccation des cellules k 37°C. suivie ou non d'une fixation au methanol dans les micropults a aussi 
ete proposes (BAUMQARTEN. J. Immunol. Methods, 1988. 94, 91-98). En fait, la deshydratatlon des cellules k 
ZTO, outre qu'elle peut alterer certains antigenes fragiles. permeabilise ia membrane plasmlque perlcellulalre 65 
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ce qui facllite I'Immunomarquage d*antlg6nes intracytoplasmlques en plus du marquage des antlgdnes de 
surface, condulsant ainsi d des bruits do fond g§nants ou i des r6sultats faussement posltlfs lorsque Ton 
souhalte une mesure llmltSe aux antlgdnes de surface. 
De plus, la reproductibilitd de ce proc6d6 est incertaine ; en effet, la dScantatlon des cellules dans les 
5 mlcropuits du dosage et la desslccation des cellules peuvent varier d'une experience k Tautre. Enfln. ce 
dosage est long & rdaliser car T^tape de desslccation des cellules n6cesslte h elle seule un ddlai sup^rieur i 2 
heures. 

Uimmobiiisatlon de populations iymphocytaires a 6t6 aussi obtenue grice d I'emplol d'antlcorps 

polyclonaux adsorb6s dans des mlcropuits (STOCKER et HEUSSER J. Immunol. Methods, 1979, 26. 87-95). 
10 Outre de permettre I'lmmobilisation de cellules 6trang6res A la seule population que Ton souhalte analyser, les 

anticorps polyclonaux pr^sentent aussi rinconv6nient de r6aglr avec les antlg6nes destin6s & §tre mesur6s 

par Tanticorps marqu6, ce qui r6duit d'autant le signal finalement mesurd. 
Uutiiisation d'antlcorps monoclonaux ayant une haute sp6cificit6 et affinit6 adsorbes ou fix6s sur le support 

soiide et notamment dans les pults du dosage permet la capture exclusive des cellules recherch^es. les 
IS autres populations cellulaires non retenues ^tant 6iimin6es au cours des lavages effectu6s en fin de marquage 

des antigdnes k doser. De plus, aucun agent chimique ou physique ne modlfie ies caract^ristiques des 

antigSnes i cette 6tape car les diffdrentes operations destlnees k fixer chlmiquement ou physiquement les 

cellules au support sont supprimSes. 
AInsI, selon la pr6sente invention. II a kxk trouv6 que I'Immobllisation des cellules par des anticorps 
20 monoclonaux est un proc6de qui permet de simpllfler retape d*lmmobillsation des cellules portent Tantlgdne 

k doser. tout en rendant les r6sultats plus fiables. 
Les dosages immunometriques appiiquis k des populations cellulaires sont r6alls6s gSnSralement par 

marquage des cellules selon une m6thode indirecte en 2 ou 3 etapes successives. la sonde qui apporte le 

signal specifique etant fix6e sur les cellules au cours de ia derniSre 6tape du proc6d6 de marquage. Dans le 
25 marquage des ceiiules en deux 6tapes, les principaux r6actifs mis en jeu utiiisent des anticorps 

anti-immunoglobuiines (antl-lg) couplfes k la p-galactosidase (COBBOLD et Coll. J. Immunol. Methods. 1971. 

44. 125-133) ou k la phosphatase alcaline (HESSIAN J, Immunol. Methods. 1988. 91 . 29-34) ou marqu6s k I'lode 

125 (SAVION J. Immunol. Methods 1987. 97, 49-56). La technique de marquage au r6actif peroxydase 

anti-peroxydase est. elle. riallsee en 3 Stapes (VAN LEUVEN 1978). 
30 Un autre proc6d6, lul aussi en 3 §tapes, fait Intervenir un anticorps monoclonal specifique du marqueur 

antlg^nique k analyser, puis des anticorps antl-lg de sourls porteurs de blotine et enfin un conjugud 

streptavidine-peroxydase (BAUMGARTEN, 1986) ou streptavldine-phosphatase alcaline (IGIETSEME et Coll. 

J. Immunol. Methods, 1987, 97. 123-131). 
Le proc6d6 selon Tlnvention comportant rutiiisatlon slmuitanfee. en une seule 6tape, d'un processus 
35 d'immunocapture des cellules enti6res, sans intervention physique ou chimique sur ies cellules, et le 

marquage de tout ou partie de ces cellules par un ou plusleurs anticorps monoclonaux portant directement 

une sonde radlo-isotoplque ou enzymatlque. permet, pour la premiere fois. le dosage quantltatif sur les 

cellules elles-mdmes d'antig^nes membranaires cholsls. 
Selon rinvention. le marquage direct des ceiiules immobilis6es immunologiquement permet : 
40 - la simplification de la m6thode de dosage par suppression des manipulations intermediaires r6p§t6es entre 

les etapes successives du marquage dans le cas du marquage indirect : centrifugation des cellules. 

elimination des rSactlfs de marquage, remise en suspension ; 

- une economie de reactlfs ; 

- une fiabillte am6lior6e par diminution du nombre d'etapes et de manipulations ; 
45 - un gain de temps ; 

- la possibiiite de traiter en meme temps, avec I'emplol exclusif de materials et d'appareillages usuels, de 
grands nombres d'echantillons. 

La perlode dMncubation pour rimmobilisatlon de la population cellulaire et simuitanement le marquage 
direct des antigSnes de la sous-population cellulaire k doser est courte. Elle est interleure ou egale k 1 heure 
SO dans le cas du dosage des lymphocytes T et des sous-populations de lymphocytes T4 et T8. 

Apres le lavage du support soiide, le dosage proprement dit est effectu6 par I'observatlon d'un signal precis 
et simple k mesurer avec des apparelllages usuels : radloactivlte. absorption ou emission iumineuse. 

AInsI rensemble du precede selon I'lnvention presente de nombreux avantages : 11 est raplde, flable, 
economlque et simple. 

55 Le precede selon i'lnvention permet de doser des antlgenes de surface d'une population cellulaire dans une 
large gamme de concentrations cellulaires. 

La senslbilite de la methode vls-&-vis du nombre de ceiiules depend de ia densite antigenique de la 
population cellulaire dos6e. Pour chaque antigene. on peut, si on le souhalte, deflnir la concentration minimale 
molalre en antigene pouvant fitre mesuree par le precede selon rinvention. 

60 Alnsi. par exemple, lorsque le support soiide cholsl est une plaque de microtitration et que les cellules 
examinees sont des lymphocytes humalns, on a obsen/6 que i'on obtlent des mesures significatives lorsque le 
nombre de cellules analysees est compris entre quelques centalnes et environ 200 000 par mlcropuits de 200 
^. la limite inferieure etant imposes par la densite de rantigdne mesure sur les cellules examinees et la 
senslbilite de la technique de detection choisie, alors que la limite superleure depend essentiellement de la 

65 dimension et de ia geometrie du support soiide. II en est de mime lorsque le support soiide est constitue de 
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tubes. 

On a v6rifl6 que les signaux enreglstr6s (comptage de radloactlvlt6 ou mesures photomdtrlques) 
permettent d'obtenir des courbes d'6talonnage r6gull6res at satisfalsantes en fonction du nombre de cellules 
mises en osuvre, dans les conditions usuelles de manipulation. 

Par aiileurs. on peut am§liorer la senslbilit6 de la m6thode si n6cessaire en fixant slmu!tan6ment sur un 5 
m§me antig^ne de surface plusleurs antlcorps monoclonaux diff6rents, sp6cifiques de plusleurs 6pitopes 
dlff6rents du m§me antig6ne. Cecl a 6t6 v6rifi6 par un dosage des antlgSnes CD4 sur des cellules de la Ilgn6e 
Ichlkawa (Ilgn6e T humalne), pour lequei on a utllis6 slmultan6ment les antlcorps 0KT4 et ST4 marqu6s & I'lode 
1 25. Le signal mesur6 a augments d'envlron 50 «Vb par rapport aux signaux obtenus avec chacun des antlcorps 
anti-CD4 utilis6 seul. 

Dans ies exemples qui vont suivre, on utillsera indiff6remment les tennnes sulvants ou leurs abr6vlatlons : 
BSA : albumlne de s6rum bovln. ou s6rum albumins bovine 
PBS : tampon phosphate salln & pH 7,4 
POD : peroxydase 
Ig Q : immunoglobullne G 
Ig M : immunoglobullne M 
Ig G antl-T ou antl-T : antlcorps antilymphocytes T 
Ig G antl-CD4 ou anti-CD4 : antlcorps antl-antig§ne CD4 
Ig G anti-CD8 ou anti-CD8 : antlcorps antl-antlg6ne CDS 

cpm : coups par minute 20 
dpm : disintegrations par minute 

Exemple 1 

Dosage immunoenzymometrique de la concentration molecuialre des antig^nes CD4 et CDS t partir 
d*6chantillons de sang humain comprenant un marquage des antlcorps k la peroxydase. 25 

A) Preparation de la trousse de dosage 

a) Preparation de la plaque 

On utilise une plaque de microtltratlon en plastique commerclalis6e par NUNC (R6f§rence 64394) 30 
comportant 96 micropults. On place par micropuits 200 \i\ d'une solution contenant Tantlcorps monoclonal 
purifie anti-CD2 (d§nomm6 ST 11) utilise pour immobiliser les lymphocytes T totaux. c*est-&-dire pour 
effectuer leur immunocapture. Get antlcorps commercialise par BIOSYS, Compiegne. France, sous la 
reference ST 11 est utilise k la concentration de 10 ^ig/ml dans un tampon phosphate salln d pH 7,4 (PBS). 

^adsorption de I'antlcorps monoclonal s'effectue 44*0 pendant 12 heures. On eilmlne Tantlcorps en excds 35 
par retoumement de la plaque. 

On prepare une solution contenant 0.1 o/o de gelatine et 0,5 o/o de BSA dans un tampon phosphate salin. On 
introdult 250 pJ de cette solution par micropuits, afin de saturer la surface des puits en proteine, ce qui est 
obtenu aprds 1 heure & 37*'C ; on lave les plaques 3 fois k I'alde de tampon phosphate salin. Lea plaques ainsi 
preparees sent lyophllls6es et stock6es A 4"C dans un sachet plastique sceiie. 40 

b) Preparation de la solution de conJugu6 antlcorps monoclonal peroxydase 

On utilise la peroxydase (POD) commerclalls6e par Boehrtnger Mannheim Blochemica (reference 814393). 

Le proc6de de couplage entre Tanticorps et la peroxydase est celul d6crit par M.S. WILSON et P.K. 
NAKANE in Immunofluorescence and Related Techniques (W. KNAPP. K. KOLUBAR. G. WICKS ed.. 1978, 45 
Eisevler/North Holland. Amsterdam -p. 215-224). except6 que I'on met en oeuvre pour I'oxydation de la 
peroxydase. 1,5 mg de POD dans 0.36 ml d'eau distill6e et qu'on ajoute 50 p-l d'une solution 0,2 M de periodate 
de sodium/ Le prodult ainsi obtenu est coupie e 2 mg d'IgG anti-CD4 contenus dans 500 jil de tampon 
carbonate. Aprds traltement par le borohydrure de sodium et dialyse contre le PBS le conjugue IgG-POD est 
sterilise par filtration sur membrane 0,22 jim et conserve dans des conditions steriles k la concentration de 0.5 SO 
mg d'IgG par ml, e 4*0 dans des tubes de verre. Le reactif est stable pendant au molns 1 an. 

De la mfime maniere on prepare le conjugu6 IgG-antI CD8-P0D. On peut de la mSme maniere preparer des 
conjugues IgM-POD. 

c) Preparation du reactif de revelation 55 
Le reactif de revelation est obtenu de la fagon sulvante : on prepare un tampon citrate 0,1 M en dlssolvant de 

raclde cltrlque monohydrate k 2.1 o/o dans de I'eau et en ajustant ^ pH 5 par addition de soude 7N. On ajoute 
alors 30 mg de dichlorhydrate d'orthophenyienedlamine k 20 ml du tampon citrate obtenu puis on ajoute. au 
dernier moment, 40 \i\ d'eau oxygen6e (substrat de I'enzyme) 4 30 <W) par 20 ml de tampon citrate contenant 
Torthophenyienediamine. ^ 

B) Precede immunometrique 

65 
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a) Separation des cellules 

On pr6l6ve 2 mi de I'Schantillon de sang 4 doser. On les melange & 2 mi de tampon phosphate salin et on 
dfipose ce melange par-dessus 3 ml de FICOLL-PAQUE (commercialism par Pharmacia). Par centrifugatlon k 
400 X g pendant 30 minutes A temp6rature ambiante. II se forme un anneau de suspension contenant les 
5 cellules mononucl66es. On r6cup6re la totalit6 de cette suspension sous un volume de 1 ml et Ton dlstrlbu6 6 
X 100 jil de la suspension ainsi obtenue dans 6 micropults de la plaque pr6par6e pr6alablement. 

b) Incubation des cellules 

On dilue au centldme le conjugu6 POD-antlcorps obtenu pr§c6demment k Taide de PBS contenant 1 de 
10 substance prot6ln6e telle que BSA ou lalt 6cr6m§ en poudre et Ton d6pose 100 \i\ de cette solution par 
micropults, k savoir : 

- 2 micropults sent remplis avec chacun 100 ^ll de la solution du conJugu6 P0D-antl-CD4. 

- 2 micropults sont remplis avec chacun 100 ^1 de la solution du con)ugu6 P0D-antl-CD8. 

- 2 micropults tSmoins sont remplis avec chacun 100 ^1 de solution & 1 de substance prot6ln6e (blanc de 
15 reaction). 

Pour am^iiorer la fixation des cellules sur le support, on centrifuge la plaque pendant 3 minutes a 150 x g 
aprds attente de 1 heure k temperature ambiante. 

c) Revelation de I'enzyme flx^e et mesure 

On vide les micropults par retoumement de la plaque. On lave les micropults 4 fols par 200 ^1 de PBS. On 
ajoute dans chaque puits 200 \i\ du r6actlf de r6v6latlon pr6par6 extemporan6ment. On lalsse Incuber pendant 
20 minutes k temperature ambiante en lumiere att6nu6e. On mesure la densite optlque au spectrophotometre 
it 492 nm (apparell TItertek Multlskan type 310 C-Flow Laboratories). 

25 d) Etaionnage et expression des resultats 

Pour reaiiser i'etalonnage de ces essais. une preparation de lymphocytes humalns totaux pr6alablement 
ca!ibr6e en antigenes CD4 et CDS par la technique cytofiuorometrique de PONCELET et al. (J. Immunol. 
Methods 1985, 85, 65-74) a ete utilis6e. Des pr6levements allquotes connus de cette preparation de reference 
ont servl k constltuer les 2 gammes d'6taionnage relatives k I'antigene CD4 et k rantlg6ne CDS 
30 respectlvement. par rapport auxquelles sont calcuies les nombres d'antigdnes con-espondant k chaque 
echantiilon. ^ . 

A titre indlcatif, le tableau 1 d-apres montre pour 20 6chantillons de sang humain provenant de donneurs 
sains, les valeurs de densite optlque obtenues, les nombres de molecules d'antigenes CD4 et CDS 
con-espondants et les rapports de ces nombres d'antlg6nes qui en decoulent (rapport CD4/CD8). 

35 
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TABLEAU 1 



Num6ro du 


Antigone CD4 


Antigone CDS 


Rapport 


donneur 










CD4/CD8 






Klnmhra Ha 


Density ODtlauQ 


Nonnbre do 






inot6cules 
d'antigdne (en 
millions) par ^i 
de sang 




molecules 
d'antigSne (en 
millions) par p,i 

de sang 




1 


0,64 




i,zy 




0,25 


2 


0,71 


07 
df 


n 7is 


Of 


0,73 


3 


0,82 


QO 




O 1 


0,39 


4 


0,49 


A'f 
\( 


U,oo 


9*^ 

jCO 


0,74 


5 


0,74 


Zg 


n flO' 

U,09 




0.56 


6 


0,88 


3o 




99 


0,69 


7 


0,74 


on 






0,80 


8 


0.75 


Oft 




OO 


0.88 


9 


0,48 


1d 


U,oU 


Ai 

*H 


0,39 


10 


1,00 


50 


1,Uo 


on 
ou 


0,62 


11 


0,61 


22 


0,69 


33 


0.67 


12 


0,73 


28 


0.85 


46 


0,61 


13 


0.51 


18 


0.66 


30 




14 


0.65 


24 


1,06 


76 


0,31 


16 


0,92 


42 


0.87 


48 


0.87 


16 


0,77 


31 


0.98 


63 


0.49 


17 


0,68 


25 


1,01 


67 


0,37 


18 


0.85 


36 


0.96 


61 


0.59 


19 


0,91 


41 


0,90 


52 


0.79 


20 


1,00 


50 


1.02 


69 


0.72 
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Example 2 

Dosage immunoenzymom6trique de la concentration moI6cuIaire des antigdnes CD4 et CD8 k partir 
d'§chantillons de sang humain comprenant un marquage des anticorps k ia phosphatase alcallne. 

Ce dosage est r6alis6 comme celui de Texemple 1. La preparation du conjugu6 anticorps monocio- 40 
nal - phosphatase alcaline est effectu6e selon la methode indiqufee par Boehringer Mannheim -Biochemica 
(Ref. 567 744). Apr6s une heure d'incubatlon des cellules k doser avec ce conjugu6, on rev6le I'enzyme fix6e 
par addition d'une solution de paranitroph6nyiphosphate k 1 mg/ml dans un tampon di6thanolamine k 1,2 o/o 
dans I'eau distili6e ajuste k pH 9,8 avec une solution diluee d'acide chlorhydrique. Aprds 2 heures k 37**C. on 
mesure la density optique au spectre photom6tre k 405 nm. 45 

Les rSsultats sont calculus et exprimSs comme dans I'exemple 1. 

Exemple 3 

Dosage lmmunoradiom6trique de la concentration mol6culaire des antigenes CD4 et CD8 k partir 
d'6chantillons de sang humain comprenant un marquage des anticorps k I'iode 125. SO 

U preparation de rantlcorps marqu6 a I'iode 125 est effectu6e selon la technique ddcrite par F.C. 
Greenwood. V.M. Hunter et Coll., Biochem. J., 1963, 89, 114. 

On melange 50 ng d'antlcorps monoclonal antl-CD4 ou antl-CDB contenu dans 50 jil de tampon phosphate 
salin k pH 7,2 avec 37 MBq d'iode 125 sous forme d'iodure de sodium et 30 pJ d'une solution de chloramine T 
dans un tampon phosphate salin contenant 0,33 mg de chloramine T par ml. Aprds 1 minute sous agitation, on 55 
arr§te ia reaction de marquage do Tanticorps monoclonal en ajoutant 100 d'une solution de m6tabisuime de 
sodium dos6e k 2.5 mg/ml. U solution alnsl pr6par6e est pass6e sur une colonne PD 10 (Pharmacia - Sepha- 
dex G25M) et I'on r6cup6re dans I'effiuent la fraction contenant I'anticorps radlomarquS. Le dosage est 
realise en introduisant dans 4 micropults un volume de 100 pJ de suspension cellulalre contenant les cellules 
mononucl66es du sang humain pr6par6es comme dans I'exemple 1. On d6pose ensuite 100 ^il de solution 60 
dilute d'antlcorps radloactif dans un tampon PBS contenant 6 o/o de BSA de fapon k introduire 150 000 cpm 
par puits ; 2 micropuits sont remplls avec chacun 100 ^ de la solution du conjugu6 anti-CD4-125-l. 2 
micropults sont remplls avec chacun 100 pi de la solution du coniugu6 antl-CD8-125-l. La fixation des cellules 
est am6llor6e par centrlfugation de la plaque pendant 3 minutes ^ 150 x g apr6s 1 heure d'incubatlon k 
temp6ratue ambiante. Les micropults sont vld6s par retoumement de la plaque. On lave les micropults 4 fois 65 
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par 200 \i\ de PBS par pults. On introdult ensulte 75 \i\ de solution d'hydroxyde de spdium 1 M dans chaque 
pults. Aprds 10 minutes, le contenu de chaque puits est r6cup6r6 avec un tampon absorbant avant comptage 
de la radloactMtfe au compteur y (compteur multlpults LXB). 
Les r6sultats sont calcul6s et exprlm6s comme dans Texemple 1. lea valeurs des densit6s optiques 6tant 
5 remplac6es par les r^sultats de comptage en dpm. 

Example 4 

Verification de la validity de la mSthode. 
10 Sur 20 pr6l6vements de sang humaln. on a mesur6 les antlg6nes CD4 et CDS des cellules T humaines en 
sulvant la m6thode lmmunom6trique ^ la peroxydase d6crlte dans I'exemple 1. Sur les m§mes 6chantilIons de 
sang, on a d6termln6 par ailleurs en utilisant la technique conventlonnelle (W.W. ERBER et Coll. Lancet, 1984, 
(8385). 1042-1045) de d6nombrement cytologique le rapport du nombre de cellules T4 positives au nombre de 
cellules T8 positives. 

15 Le coefficient de correlation entre le rapport CD4/CD8 obtenu par dosage lmmunoenzymom6trique et le 
rapport T4/T8 obtenu par dfenombrement cytologique est r=0,72. 

De m§me, sur 7 autres pr6l6vements de sang humain, on a compare le rapport GD4/CD8 determine par la 
methods Immunoradiometrlque utilisant le marquage e I'lode 126 selon le proc6de de la presente invention et 
le rapport de cellules T4/T8 determine par denombrement des cellules. Le coefficient de correlation est 

20 r=0,87. 

Dans les 2 cas. les coefficients de correlation obtenus demontrent que malgre une concordance 
d'ensemble satisfaisante entre les resultats des 2 techniques IMnformatlon apportee par les 2 rapports n'est 
pas equivalente, ce qui est evident pulsque le dosage des antlgenes selon I'lnvention prend en compte, non 
seulement le nombre de cellules positives comme c'est le cas pour la methods cytologique, mais aussi la 
55 denslte de Tantigene consid§r6 sur les celules positives de chaque echantillon. L'information donnee par la 
technique decrite dans la presente invention est done plus complete que celle donnee par la technique 
conventlonnelle de reference (W.W ERBER et Coll. Lancet. 1984, (8385), 1042-1045). 



Exemple 5 

30 Dosage Immunoenzymometrique de la concentration moieculaire des antlgenes CD4 et CD8 des 
lymphocytes T k partir d'6chantillons de sang humaln comprenant un marquage des anticorps i la peroxydase. 

Cet exemple est destine 4 montrer que I'on peut diminuer la duree necessaire au dosage, par rapport aux 
conditions decrites dans {'exemple 1, en modifiant d'une part le precede de separation des cellules et d'autre 
part le temps d'incubation, necessaire & I'etape d'lmmunocapture et de marquage des cellules. 
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A) Influence du precede de separation des cellules du sang total 



a) Technique par centrlfugation breve : 
On preieve 0.5 ml de l'6chantillon de sang k doser que Ton melange ii 1.5 mi de tampon phosphate salin. 
40 Dans un tube e hemolyse de 5 ml. on Introdult 1 ,5 ml de FiCOLL-PAQUE, commercialise par Pharmacia et I'on 
depose e la surface de la couche de FICOLL I'echantiilon de sang dilue dans le PBS. Apres 5 minutes de 
centrlfugation e 900 x g, a temperature amblante, on preieve i'anneau de suspension contenant des cellules 
mononuciees sous un volume de 0,5 ml. Cet echantillon est additlonne de 1.5 ml de PBS. 

45 b) Technique par lyse des erythrocytes : ... 

Une autre methode raplde pour la separation de cellules du sang est rutllisation d'un tampon qui lyse les 

globules rouges. Le tampon de lyse, utilise k titre d'exemple non limltatif, a la composition sulvante : 

chlorure d'ammonium : 8,29 g 

carbonate acide de potassium : 1 g 
50 sel dlsodique de i*acide ethylene diaminetetracetique 0.0307 g pour 1 litre d'eau distiliee. le pH etant ajuste a 

7.3. 

On melange 5 ml de tampon de lyse et 0,250 ml de sang. Apres 10 minutes sous agitation, on centrifuge k 
600 X g pendant 10 minutes. Le culot des cellules form6 est reprls dans 1 ml de tampon PBS. 
En effectuant ensuite le dosage des antlgenes CD4 et CD8. dans les conditions de Texemple 1, et par 
55 comparalson au protocols de reference decrit dans I'exemple 1 pour IMsolement des cellules mononucieees 
du sang, on a verifie que Tune et I'autre de ces 2 variantes de la methode de separation des cellules 
mononucieees du sang total ont blen permis de recuellllr la totallte des lymphocytes des echantlllons de sang 
examines. 

60 B) Influence du temps d'incubatlon pour I'immunocapture et le marquage des cellules. 

Afin de verifier si le deiai de 1 heure utilise k I'exemple 1 ne peut pas §tre redult pour acc6l6rer le 
deroulement du dosage, on a compare les r6sultats obtenus pour des echantlllons identiques contenant 
chacun 20 000 cellules mononucieees par puits, lorsque Ton fait verier de 10 minutes k 1 heure le deiai 
accorde k I'etape de capture et marquage des cellules. Les conditions operatoires 6tant par ailleurs celles de 

65 I'exemple 1. les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 2. 
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TABLEAU 2 



Temps d'incubation 




Density optique 






(minutes) 














Antlg6ne CD4 


Antigone CD8 




Essai 


Blanc * 


Essai 


Bianc * 


10 


0.322 


0.037 


0.329 




0.023 


20 


0.438 


0.049 


0,401 




0,025 


30 


0,620 


0,055 


0.498 




0,027 



5 



10 



* Ces valeurs de ta density optique correspondent au blanc de r6actifs obtenu en I'absence des celiules. Les 
valeurs tdmoins obtenues en presence des celiules et en omettant soit le conjugu6 soit te substrat ne sont 
pas supdrleures aux valeurs indiqudes. 



Ces r^sultats montrent que : 
' Le signal non sp6ciflque (blanc de r6actlfs) reste k des valeurs toujours faibles. d*autant plus basses que le 
temps de presence du conjugu^ est plus court. 

- Le signal sp6ciflque attaint, d^s 10 minutes de contact, une valeur exploitable analytiquement avec precision 20 
et reproductibllitS. Ceci Indique qu'il est possible, par rapport aux conditions de Texemple 1, de r^dulre 
signlficativement la dur^e d'ex6cution du dosage sans parte Importante sur la pr6cls}on des r^sultats. 

En pratique et si Ton cumuie les gains de temps que Ton peut obtenlr au niveau de la pr6paratlon de 
r6chantlllon de sang et au niveau de t'immunocapture, II est possible avec la trousse et le proc6d6 de 
invention de doser les antigenes CD4 et CDS (4 titre d*exemples non limltatlfs) d*6chantlllons de sang total, k 25 
raison de 10 ou 20 dchantlllons par plaque de 96 pults, dans un d6lal total (depuls la reception des dchantillons 
au laboratoire) qui ne d6passe pas 1 heure. Ce niveau de productivity est sup6rieur k celui de toutes les 
techniques alternatives connues k ce jour. 

Example 6 . 30 

Dosage lmmunom6trlque de la concentration moi6cuiaire des antigenes CD5 des lympiiocytes T humains 4 
partir d'echantillons de sang humain, comprenant un marquage de I'anticorps k I'ac^tyichoiinest^rase. 



A) Preparation de la trousse de dosage, 
a) Support solide. 

On utilise une plaque de microtitratlon pr^par^e de la fapon ddcrite k i*exemple 1. 
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b) ConJugu6 anticorps monoclonal-ac6tylcholinestyrase. 

On utilise t'ac6tylchollnesterase d'Electrophorus electricus. obtenue seion la technique d6crfte dans te 40 
brevet franpais n*» 2 550 799. 

Cette enzyme est coupl6e a i'anticorps anti-CD5 appel6 ST 1 et commercialis6 par BIOSYS. Le couplage est 
r6alls6 seion le proc6d§ d6crit par YOSHITAKE et ai. Eur. J. Biochem. 101 (1979), 395-399. 

c) R6actlf de r6v6lation. ^ 
Ce rSactif comprend k la fois le substrat de I'enzyme (ac6tylthiochollne) et le r^actif d*Ellman et a la 

composition suivante : 

- Acetylthlocholine 7,5 x ^0-^U 

- Acide dithio-5,5' nitro-2 benzoique (DTNB) 5 x 10-^M en tampon phosphate de sodium 1M pH 7,4 

Cette solution est dilute au 1/IOOe dans l*eau distlii^e avant utilisation. 50 



B) Proc6d§ immunomdtrlque. 

a) Les cellules mononucld6es sont s6par6es en utilisant la mdthode ddcrlte k Texemple 1 . 

b) L'Incubatlon des cellules pour I'^tape d'immunocapture et de marquage dure 20 minutes comme 55 
dans i*exemple 5. 

c) Revelation de I'enzyme fix6e et mesure. 

On ajoute 100 jiJ de r6actif de r6v6!atlon dans chaque micropults. L'absorbance est mesur6e ^ 412 nm apr6s 
45 minutes dincubatlon. 

Les densitds optiques mesurSes pour des 6chantillons contenant des nombres connus de cellules T sont 60 
donndes dans le tableau 3. Dans ces conditions experimentales, le blanc de rdactifs est partlcuIiSrement faible 
et correspond k une density optique de 0,002. ^ 0,003. 



65 
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TABLEAU 3 



5 





Nombre de lympliocytesT Introdultes par pufts et nombre de molecules d'antigdne CD5 
pr^sentes par puits en millions 




540 (32) 


1 080 (65) 


2 160 (130) 


4 320 (260) 


8 640 (520) 


17280(1040) 


Densit^s 
optiques 


0.030 


0,060 


0.138 


0.260 


0.470 


0.850 



Ces r6sultats mettent en luml^re l'extr§me sensibility de la technique ainsi elabor6e. En effet la densltS 
optique de 0.030 obtenue dans le pults contenant 540 lymphocytes T (solt 32 millions de molecules d*antig6ne 
(CD5). qui est mesurable avec pr6clsion et 6gale k 10 fols le bruit de fond, con-espond k environ 5.10-'>^ moles 
d'antlgSne CD5 par puits de dosage. Une telle senslbllltfe est de i'ordre de celie des mellleurs Immunodosages 
IS connus, mettant en oeuvre lea traceurs radloactifs les plus sensibles. 

Exemple 7 

Dosage de diff6rents antigdnes exprimSs sur ies lymphocytes T humains actives. 

L*actlvation des lymphocytes T est un processus physiologlque qui Intervient pr6cocement chaque fols que 

20 le syst§me immu nitaire est solIlclt6, comme par exemple dans les pathologies Infectleuses, dans ies 
transplantations d'organes, dans certalnes maladies dyslmmunitaires. Ce processus naturel est aussi 
couramment mis en oeuvre In-vltro au laboratoire dans des tests tels que notamment les reactions 
lymphocytalres mixtes ou ies tests de transformation lymphoblastique. Dans ce dernier cas I'actlvatlon 
polyclonale est obtenue par I'emplol d*agents tels que la phytohemagglutinlne (PHA), la concanavaline A ou 

25 d'autres lectines. L'activatlon des lymphocytes T s'accompagne d'un consldferable accroissement 
d*expression de plusieurs marqueurs membranaires et notamment I'antig^ne CD25 (r^cepteur de 
I'interleukine 2) ou i'antlg6ne CD2. Ces antlg^nes constituent done d*excellents marqueurs de r6tat 
d'actlvatlon et leur dosage pr§sente un grand Int6ret k la fois en biologie clinique et pour ies travaux de 
laboratoire comme Indiqu6 cl-dessus. en 6vitant dans tous les cas i'empiol de r6actlfs radloactifs. 

30 Ces antigfenes sont mesur6s en utilisant la m6thode d6crite ^ I'exemple 1 avec les sp6cifications pr6cis6es 
dans le tableau 4. 



TABLEAU 4 
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40 



Mesure des antig^nes de surface des 
lymphocytes T activ6s 


Antigone 
mesure 


Anticorps 
utilise pour 
rimmunocap- 

ture, 
commercia- 
lism par 


Anticorps 
marquS & la 
peroxydase, 
commercia- 
lism par 


CD 2 
CD 25 


ST 1 BIOSYS 
ST 11 BIOSYS 


ST 11 BIOSYS 
lOT 14 

IMMUNOTECH 



Les valeurs des denslt6s optiques mesur6es k 450 nm pour 26.103 cellules mononucle6es mises en oeuvre 
sont reportees dans le tableau 5 cl-dessous et comparent les mfimes cellules sans stimulation par la PHA et 
aprSs 3 jours de stimulation. 

TABLEAU 5 



60 



Antigone 


DensitSs optiques 




Cellules 

non 
activ6es 


Cellules 
activees 3 
Jours 


Blanc de 
r^actifs 


CD 25 
CD 2 


0,064 
0.129 


0.529 
0,768 


0.044 
0,027 



Ces r6sultats montrent la croissance considerable des signaux sp6clfiques des 2 antlgSnes examines. 
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lorsque Tactlvatfon se produtt. 
Exemple 8 

dosage des antigfenes CD 22 et HLA-Dr (ou HLA de classe II) presents sur les lymphocytes B. 

L'exemple pr6sent d6crit le dosage de ces antigdnes sur des cellules de la Ilgn6e RAJI qui est una Ilgn6e 
lymphoide B humaine d6crlte par PULVERTAFT dans J. Clin. Pathol.. 1965. 18. 261-274. 

Pour I'lmmunocapture des cellules, on a adsorb^ dans les pults de dosage, comme indiqu6 ^ l'exemple 1, 
soit rantlcorps S-classe II (BiOSYS) pour le dosage des antlgdnes CD22, solt I'anticorps SB4 (6I0SYS) pour 
le dosage des antigdnes HLA de classe II (ou HLA-Or). 
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a) Dosage de Tantlgdne CD22 : 

L'anticorps SB22 (BIOSYS) a 6t6 marqu6 k I'lode 125 selon la m6thode d§crite dans l'exemple 3. Le dosage 
des antigdnes CD22 est r^alis6 de la manidre indiqu6e k rexempte 3 pour les antlgdnes CD4 et CDS, en 
Introduisant dans les micropuits successlvement : 5.10"^ cellules de la llgn^e RAJI puis 10^ cpm de l'anticorps 
SB 22 marqu6. Apr6s un d6lai d'une heure a 4'' C. les micropuits sont vld6s par retournement de la plaque puis 15 
lav§s 4 fols par 200 jil de PBS par pults k chacun des lavages. La radloactlvit§ flx6e aux cellules est r6cup6r6e 
et comptSe comme dans Texemple 3. On obtient ainsi un comptage de 760 dpm pour le pults contenant 5 x 10*^ 
cellules RAJI avec un blanc de rdactifs (sans cellules) de 50 dpm. 

b) Dosage de I'antlgene HLA-Dr : 20 
On introdult successlvement dans les pults 10^ cellules et le conjugu6 antlcorps S-classe II marqu6 k la 

peroxydase selon le proc6d6 ddcrit k Texemple 1. Le dosage est r^alisS selon le mSme protocole que dans 
l'exemple 1. On obtient ainsi une density optique de 1,840 et un blanc de rdactlfs sans cellules de 0,105. 

Exemple 9 ^ 

Utilisation du proced6 selon I'Invention pour la mesure d'antig6nes port6s par les lymphocytes T et les 
lymphocytes B du sang humain. 

A) Preparation des plaques ; 

On utilise des plaques de microtitratlon pr6par6es comme k l'exemple 1 . except^ que.dans cheque pults de 30 
la microplaque, on adsorbe k la fols des antlcorps monoclonaux capables de fixer au moins la totalit6 des 
lymphocytes T (s classe I de BIOSYS) et des lymphocytes B (S classe II de BIOSYS), chacun §tant utllls6 k la 
concentration de 5 ^g/ml. 

B) Dosage immunom^trique : 35 
Les cellules mononucl66es sont sSparees du sang total k Taide de FICOLL dans les conditions de 

l'exemple 1 ou de l'exemple 5. puis on Introdult 80 000 cellules mononucl66es par puits dans 75 jil de tampon 
PBS. Les lymphocytes T sont mesur6s dans certains pults avec l'anticorps ST 1 1 (anti-CD 2) de BIOSYS ; les 
lymphocytes B sont mesur6s dans d'autres pults avec l'anticorps SB 3 (anti-CD 37) de BYOSIS qui reconnaJt 
tous les lymphocytes B p§riph6riques. Ces antlcorps sont pr6alablement coupl6s k la peroxydase selon le 40 
protocole d6crit a l'exemple 1. Le dosage proprement dit est conduit comme k l'exemple 1. 

C) R^suitats : 

Les nombres absolus de lymphocytes T et de lymphocytes B contenus dans r6chantlIlon examln6 sont 
d6termin6s en se rapportant k des courbes d'6taIonnage 6tablies en traitant Identlquement des cellules 45 
mononucl66es dans lesquelles les lymphocytes T et B ont 6t6 d6nombr6s par une technique de r6f6rence. 

Altemattvement, grSlce k des 6talons approprids, on peut aussl exprimer les r^sultats en concentrations 
molalres des antlgdnes CD2 et CD37 dans I'Schantlllon examln6. 

Exemple 10 ^ 

Dosage des antlg^nes GPilb-llla et CD 9 des plaquettes sanguines humaines. 

Ce dosage est effectue selon l'exemple 3 en utllisant des anticorps monoclonaux radiomarqu6s k I'lode 125. 

Les plaquettes sont isol6es du sang humain par centrlfugation en pr6sence de liqulde de perfusion 
PLASMION (laboratolre R. Bellon). On m6lange dans un tube 6 ml de sang plus 5 ml de tampon phosphate 
salin (PBS) et 10 ml de PLASMION. Le tube est alors centrifug§ pendant 10 minutes k 1 500 tr/mln. Les 55 
plaquettes rassembl^es dans le surnageant sont pr61ev6es par aspiration la pipette. Elles sont Iav6es une 
fols dans du PBS en m6langeant 1 volume de ia suspension plaquettaire avec 10 ml de PBS. puis centrifug6es 
pendant 10 minutes k 1000 x g. Finalement, on recueille le culot plaquettaire qui est remis en suspension dans 
du PBS (2 ml). Les plaquettes sont compt6es et leur concentration ajust6e & 2.5 millions/mi de PBS. 

Pour doser TantigSne GPIIb-llla, on effectue I'lmmunocapture des plaquettes par l'anticorps monoclonal 60 
I0B2 (Immunotech) et le marquage de I'antlgene Gpllb-lll a par i'anticorps monoclonal P2 (Immunotech). 

Pour doser Tantigdne CD 9, on effectue rimmunocapture par I'anticorps monoclonal P2 et le marquage par 
I'anticorps monoclonal I0B2. On mesure le nombre de dpm pour un 6chantilion comprenant 200 000 
plaquettes. 

Les rdsultats sont port6s dans le tableau 6. 55 
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TABLEAU 6 



5 



Antigone 
mesurd 


Echantillon 
mesur6 (dpm) 


T^moln sans 
cellules (dpm) 


CD 9 


1 927 


113 


Gpllb-llla 


2 891 


238 



10 

Exemple 11 

Dosage des antig^nes GDI 5 port6s par les granulocytes humains. 

L'antigSne CD15 est un bon marqueur sp6cifique des granulocytes humains (encore appel6s 
polynucl6aires). L'6vaiuation de ces cellules grSce k est antig^ne peut Stre pratiqu6e dans le sang, comma 
15 pour toute autre sous-population leucocytaire. Elle est 6galement utile pour appr6cier la presence de 
granulocytes dans I'urlne. par exemple dans les cas d'lnfectlons urinalres telles que cystltes ou 
py6lon6phrites. Dans le present exemple, la determination a 6t6 effectude sur des granulocytes provenant du 
sang total et s^par^s comme IndiquS ci-aprds. 
Les granulocytes, en mSme temps que certalnes des cellules mononucl^^es, sont s6par§s des globules 
20 rouges selon un proc6d6 analogue k celul ddcrlt dans I'exemple 10 pour les plaquettes, except^ qu*on lalsse 
reposer le tube contenant les cellules pendant 45 minutes k temperature amblante et Ton rdcupdre la 
suspension des leucocytes sous 500 ^ prelevds en surface du liqulde. 

Les granulocytes sont lmmobiiis6s dans les puits avec un antlcorps monoclonal spScifique de Pantig^ne 
CD45 present sur la membrane cellulaire de tous les leucocytes : on utilise Tanticorps anti-LCA (BIOSYS) 
25 adsorbs dans les mlcropuits de la plaque de titration, comme lndlqu6 k i'exemple 1, 

Pour le dosage, on utilise i'antlcorps monoclonal antl-CD15 SMY-15a (BIOSYS) marqu6 k la peroxydase 
selon la technique de I'exemple 1. 

AInsi avec 12 500 cellules totales Introduites par puits, le signal sp§cifique de TantigSne CD15 des 
granulocytes est de 0.616 apres correction de la density optique brute pour un blanc de rdactifs de 0,100 
^ obtenu en presence des cellules et en I'absence de conjugu6 enzymatlque, et du aux peroxydase endogdnes 
des granulocytes. 

Exemple 12 

Evaluation du phSnotype d'une Ieuc6mie par le proc6d6 immunoenzymom6trlque. 

35 Le ph§notypage des cellules tumorales d'un patient ieuc6mique est un examen de diagnostic syst6matique 
realist pour caract6riser le type et Torlgine des cellules Ieuc6mlques du patient (T, B, granulocytes, 
myfelobiastes. etc.). Get examen est classiquement effectu6 par la technique d'Immunofiuorescence en 
utilisant une batterie d'anticorps monoclonaux et en observant et d6nombrant les cellules positives au 
microscope. On utilise 6galement la cytomdtrie en flux pour analyser le marquage des cellules. 

40 L'emploi d'anticorps monoclonaux par le proc6d6 selon I'lnventlon permet d'identifier les grands groupes 
cliniquement importants de leucemies aigues ou chronlques en apportant en outre une information 
quantitative sur les densitSs relatives des diffSrents antigdnes examines. 

Dans cet exemple on a pr6par6 6 anticorps monoclonaux. couples k la peroxydase, spScifique d*antig§nes 
presents sur les cellules Ieuc6mtques : 

45 - ST 1 et ST 11 (BIOSYS) : antl-CDE 5 et anti-CD 2 

- SB 3 (BIOSYS) : antl-CD 37 

- S-CALLA (SANOFI) : anti-CALLA (ou anti-GD10) 

- S-classe 11 (BIOSYS) : antl-HLA-Dr (ou antl-HLA de classe II) 

- SMY 15 (BIOSYS) : anti-GD 15 

50 La plaque de microtitration est pr§par§e par adsorption preaiable d'un m6lange d'anticorps monoclonaux 
anti-CD 46 (S-LCA. BIOSYS) et antl-HLA de classe I (S-classe 1, BIOSYS). 

En utilisant les 6 anticorps monoclonaux s6Iectionn6s cl-dessus, on a 6valu6 le phenotype d'une leucSmie 
iymphoTde chronlque B (LLG-B) qui a par ailleurs kXk caract6ris§e par la mSthode conventionnelle. 
Pour 80 000 cellules mononucl66es totales Introduites par puits, ou pour les puits tSmoins sans cellules, les 
55 densitSs optiques mesur^es k 492 nm sont reportdes dans le tableau 7 cl-dessous. Pour le puits tSmoin, 
comportant les cellules mais aucun anticorps marqu6 k la peroxydase, la densite optique est 0,110. 
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TABLEAU? 



Antlcorps 


Density optlque 


monoclonal et 






antig^ne 






corrospondant 








Echantillon 


T^moln sans 




avec cellules 


cellules 


ST 11 (CD2) 


0.270 


0.030 


ST 1 (CDS) 


1,350 


0,014 


SB 3 (CD37) 


0,850 


0.005 


S-classe II 


1,640 


0.010 


(HLA-Dr) 






SMY15(CD15) 


0.235 


0.007 


CALLA(CDIO) 


0,160 


0,002 



5 



10 



15 



Ainsi, lea cellules leuc6mlques 6tudl6es portent abondamment les antlgdnes CD5. CD37 et HLA de classe II, 
mats elles ne portent pas ou trds faiblement les antigdnes CD15. CALLA et CD2, ce qui est caract6rlstique 20 
d'une LLC-B. 

Exemple 13 

Dosage d'antlgdnes assocl6s aux cancers de I'appareli urinaires. 

Les trousses et proc6d6s de la pr6sente Invention sont tout partlculidrement adapt6s ^ la detection de 25 
cellules tumorales, notamment dans le cas de temeurs de t'apparetl urinaire et s'appliquent bien au dSpistage 
de masse dans les populations k risque 61ev6, par exemple les travallleurs de i'lndustrle cliimtque ou d*autres 
groupes tres exposes. 

Le present exemple montre I'application de invention au dosage d*un antig^ne associ^ au cancer de la 
vessle sur les cellules de la IIgn6e RT4 provenant d'un papillome urinaire humain (C.C. Rigby et L.M.Franks, 30 
Brit. J. Cancer, 1970, 24. 746-764). 

Les plaques destinfees k Tlmmunocapture des cellules sont pr6parees comme dans Texemple 1, en 
adsorbant dans les pults I'antlcorps monoclonal S-classe I (BIOSYS) reconnalssant un antig^ne HLA de 
classe I et capable de retenir toutes les cellules 6pitheliales. 

Les conJugu6s de marquage sont obtenus par les proc6d6s de I'exemple 1 (pour le marquage enzymatique) 35 
ou de I'exemple 3 (pour le marquage radio-isotoplque) avec I'antlcorps monoclonal 12F6 (SANOFI) 
reconnalssant un antig^ne assocl6 au cancer de la vessle. 

Pour le dosage, on distribue dans 4 micropults 75 pi de la suspension cellulaire (solt 50.10^ cellules par 
pults). Dans 2 puits, on introduit le con]ugu6 antlcorps monoclonal 12F6 (SANOFI) coupl6 k la peroxydase. 
dans 2 autres puits. Tantlcorps 12F6 marqu6 k IMode 125 (100 000 cpm/pults). Les r6sultats obtenus en 40 
appllquant le precede immunoenzymomfetrique ou le proc6d6 radiolmmunom6trique. sont rapport6s dans le 
tableau 8. 



TABLEAU 8 

. . 45 



Antlcorps 


Density optlque (&492 


Rapport 


monoclo- 


nm) ou cpm 


signal 


nal 






posttif/si- 


marqud 






gnai non 






sp^ciflque 




Echantil- 


T6moln 






lon k 








doser 






12 F 6 


0.782 


0.078 


10.0 


peroxy- 








dase 








12 F 6 lode 


1 612 


350 


4.6 


125 









50 



55 



60 



Exemple 14 

Dosage immunoenzymomdtrique d'un antlgdne membranaire de la tevure Candida albicans. 

Les cellules de Candida albicans (sdrotype 17) provlennent de la collection de ilnstitut Pasteur. Paris. Les 65 
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levures sont cultiv6es pendant 18 heures de fa<?on habltuelle sur un milieu synth6tique solide. Les cellules sont 
comptdes et on pr6pare une suspension cellulaire contenant lO^ cellules par ml de solution tampon PBS. 

Les anticorps monoclonaux anti-Candida albicans utllis6s ont 6t6 pr6par6s par hybridation lymphocytaire 
oomme d§cr1t dans le m6moire de thdse de T. Chardes, Faculty de Pharmacle. Unlversit6 de Montpelller I. 
S 1988 

L'antlcorps CA 4 est utilis6 pour I'lmmunocapture, tandls que I'antlcorps CA 12 marqu6 k la peroxydase est 
utilise pour le dosage dans les conditions de Texemple 1. 

Les valeurs de denslt§ optlque mesurees d 492 nm pour le pults contenant les cellules Introduites et pour 
r6chantiIlon tfemoln sans cellules, sont respectlvement 1,025 et 0.080. 

10 

Exemple 15 

Dosage lmmunoenzymom6trlque r6alis6 sur des biiies magn6tlques : dosage de I'antigdne CD5 des 
lymphocytes T humalns avec un con]ugu6 anticorps marque k rac6tylcholinest6rase et un support partlculaire 
form6 de billes magn6tiques. 
IS Le support utilise pour capturer les cellules est constitu§ de billes magn6tlques DYNABEADS. Les billes r6f . 
DYN-11101 commercialis6es par BIOSYS portent k leur surface un anticorps antl-CD2 capable de fixer tous 
les lymphocytes T de Techantlllon examin6, Ces billes sont encore tralt6es par une solution d'antlcorps 
anti-CD2 avant usage pour am61iorer les performances du dosage. 
Pour cela. 10 ^1 de la suspension de billes sont m61ang6s ill ml de solution d'antlcorps k 25 [ig/ml de 
20 tampon PBS pendant 1 heure sous agitation douce. Les biiies sont ensulte levies 4 fols avec du tampon PBS 
puis conserv§es dans 4 ml de tampon PBS. 

Pour le dosage, on introduit successive ment dans un tube de 5 ml : 200 ^l de suspension de billes, 80 jil de 
suspension de ceiiuies mononucl6§es s6par6es du sang total k I'aide de FICOLL-PAQUE (PHARI^ACIA). puis 
on rajoute 280 )xl de con]ugu6 anticorps ST1 marqu6 k racetylcholinest6rase, Identlque k celul utllis§ k 
25 I'exemple 6. 

Apr^s une heure sous agitation douce, les billes sont s6par6es grSce k un aimant et les cellules fix6es sur 
les billes sont lavdes avec du tampon PBS (5 lavages). 

L'ac6tylcholinest6rase fix6e sur les cellules est r6v§i6e de la mdme manidre que dans Texemple 6. Le signal 
de density optique obtenu est de 0,168 en presence des cellules marquees ; le blanc obtenu sans les cellules 
30 est de 0,062. 



Revendlcations 

35 

1. Trousse pour le dosage immunom6trlque d'un antigdne de surface caract6ristlque d'une population 
ou d*une sous-population cellulaire comprenant, comma composants : 

a) un support solide sur lequel sont flx6s par liaison covalente ou par adsorption physique un ou 
40 plusleurs anticorps monocionaux dirlg6s centre des antigdnes de surface de la population cellulaire 

k doser autre que ledit antlgdne caractdristique : 

b) une ou plusleurs solutions contenant chacune un anticorps monoclonal sp6clfique dudit 
antig6ne caracteristique de la population ou sous-population cellulaire k doser, marqu§ par une 
sonde radioactive ou une sonde enzymatique ; 

45 c) dans le cas d'antlcorps marqu6s par une sonde enzymatique, une ou plusleurs solutions 

apportant les reactifs n6cessalres pour r6v6ler ractivit6 de I'enzyme ; 

d) 6ventuellement un composant additionnel constitu6 par une solution tampon de lavage et/ou 
des 6chantiilons permettant I'fetaionnage et te controle de qualit6 du dosage. 

2. Trousse selon la revendicatlon 1. dans iaquelie ie composant (a) est un support solide constitu6 par 
50 une plaque de microtitratlon dans ies puits de Iaquelie sont fix6s le ou ies anticorps destines k Immobillser 

les cellules pannl lesquelles se trouvent celles de la population ou sous-population portant I'antlgdne k 
doser. 

3. Trousse selon la revendicatlon 1, dans iaquelie le composant (a) est un support magnetlque 
partlculaire. 

55 4. Trousse selon Tune quelconque des revendlcations 1 k 3, dans Iaquelie le composant (a) est 

constltu6 d'un support solide sur lequel sont flx6s un ou plusleurs anticorps monoclonaux HLA de classe 

5. Trousse selon la revendicatlon 4, dans Iaquelie I'antlcorps monoclonal fix6 est I'anticorps d6nomm6 

S*ciasse I. 

QQ 6. Trousse selon Tune quelconque des revendlcations 1 §i 3, dans Iaquelie les anticorps monoclonaux 

du composant (b) sont marqu6s par une sonde radlo-isotopique k I'iode 125 ou d i'lode 131. 

7. Trousse selon I'une quelconque des revendlcations 1^3, dans Iaquelie les anticorps monoclonaux 
du composant (b) sont marqu6s par une sonde enzymatique. 

8. Trousse selon la revendicatlon 7. dans Iaquelie les anticorps monoclonaux du composant (b) sont 
65 marqu6s k la peroxydase et en ce que le composant (c) comprend essentiellement de I'eau oxyg6n6e et 
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un chromogdne choisi parmi rorthoph^nyl^nediamine. racide azino'2.2' bis (6thy)-3 benzothiazoline 
8Ulfoniqu6-6), la diainino-3,3' benzidine, ramino-3 6thyI-9 carbazole ou I'un de leurs sels solubles dans 
I'eau. 

9. Trousse selon la revendlcatlon 7, dans laquelle les antlcorps monoclonaux du composant (b) sont 
marqu6s ^ la phosphatase alcallne et en ce que le composant (c) est constltu6 par le phosphate de 5 
paranltroph6nyle, par le phosphate de m6thyl-4 umbelllf6ryle ou par le phosphate de bromo-5 chloro-4 
lndo!e-3yle. 

10. Trousse selon la revendlcatlon 7, dans laquelle les antlcorps monoclonaux du composant (b) sont 
marqu6s ^ la p-galactosldase et en ce que le composant (c) est constitu6 par rorthonltroph6nyl 
P-D-galactopyranoslde ou le m6thy!<4 umbellifSryl p-D-gatactopyranosIde. 10 

11. Trousse selon la revendlcatlon 7. dans laquelle les antlcorps monoclonaux du composant (b) sont 
marqu6s & rac6tylchoIinest6rase et en ce que le composant (c) comprend essentiellement de 
rac6tylthiocholine et I'acide dlthio-5,5' nltro-2 benzoTque ou un de leurs sels solubles dans Teau. 

12. Trousse selon la revendlcatlon 1, pour le dosage de Tun quelconque ou de plusieurs antlgdnes de 
surface des 6l6ment8 figures du sang humain, tela que les leucocytes, les lymphocytes, les lymphocytes 15 
T, les lymphocytes B. les granulocytes et les plaquettes. 

13. Trousse selon la revendlcatlon 12, pour le dosage de I'antigdne CD4 ou CDS des lymphocytes T 
humains porteurs de cet antlgdne, appel6s lymphocytes T4 ou lymphocytes T8. 

14. Trousse selon la revendlcatlon 1, pour le dosage de I'un quelconque ou de plusieurs antlgdnes de 
surface d*un micro-organlsme pathog6ne. 20 

15. Trousse selon la revendlcatlon 14, dans laquelle le micro-organlsme pathogdne est Candida albicans. 

16. Trousse selon la revendlcatlon 1, pour le dosage de fun quelconque ou de plusieurs des antlgdnes 
membranaires des cellules tumorales. 

17. Trousse selon la revendlcatlon 16, dans laquelle les cellules tumorales sont celles des cancers de 
Tappareil urinaire ou celles des hemopathles mallgnes. 25 

18. Trousse selon Tune des revendlcatlons 1 ou 2, dans laquelle le composant (a) est une plaque de 
microtitration dans les pults de laquelle ont 6t6 flx6s un ou plusieurs antlcorps monoclonaux sp6cifiques 
d'antigdnes de surface d'une population cellulaire et le composant (b) est constltu6 de plusieurs 
solutions contenant chacune un antlcorps monoclonal sp6crflque d'un antlgdne de surface d'une 
sous-population cellulaire constitutive de la population cellulaire fix^e. 30 

19. Trousse selon la revendlcatlon 18, pour le dosage d'antigdnes sp^cifiques des sous-populations 
lymphocytalres T, T4, T8 et B. 

20. Trousse selon la revendlcatlon 18, pour la caracterlsation et le dosage de differents antlgdnes 
constituent I'Squlpement antigSnique de surface des cellules tumorales d'h6mopathles mallgnes. 

21 . Proc6dd de dosage immunomStrique des antlg^nes de surface d'une population ou sous-population 35 
cellulaire, caract6ris6 en ce qu'il conslste : 

a) k immobillser la population cellulaire portent I'antlg^ne k doser ou une population cellulaire 
comprenant la sous-population portant I'antig^ne & doser sur un support solide en utilisant un ou 
plusieurs antlcorps monoclonaux pr6alablement fix6s par liaison covalente ou par adsorption 
physique sur ledit support et capable de reconnattre un antlgdne present h la surface des cellules 40 
autre que TantigSne k doser, 

et, dans la m§me 6tape. k marquer directement la population ou la sous-population cellulaire k doser 
au moyen d'au molns un antlcorps monoclonal sp6cifique de Tantlgdne k doser, ledit antlcorps 
portant une sonde radio-lsotopique ou enzymatique, 

b) k observer une pSrlode d'lncubatlon ; 45 

c) k laver le support pour §liminer les cellules non lmmobl1is6es et Texcds d'antlcorps ; 

d) dans le cas oCi I'anticorps porta une sonde enzymatique, k ajouter le ou les r^actifs n6cessalres 
(substrat et chromog^ne) pour r6v6ler ractivlt6 de I'enzyme ; 

e) k lire les r6sultats, soit par comptage de la radioactivity, soit par mesure des signaux lumlneux 
(coloration ou fluorescence) en se r6f6rant 6ventuellement k une gamme d'6talonnage. so 

22. Proc6d6 de dosage selon la revendlcatlon 21, dans lequel le support solide est tel que d^fini dans 
rune des revendlcatlons 1 ou 2. 

23. Proc6dd de dosage selon Tune des revendlcatlons 21 ou 22, dans lequel les antlcorps monoclonaux 
destines au marquage portent une sonde enzymatique. 

24. Proc§d6 de dosage selon la revendlcatlon 23, dans lequel la sonde enzymatique est la peroxydase et 55 
en ce que Tactlvit^ de I'enzyme est r6v6l6e par I'eau oxyg6n6e et un chromogdne choisi parmi 
I'orthophenyl^ne diamine. I'acide azino-2.2' bis (6thyl-3 benzothiazoline sulfonlque-6), la dlamlno-3,3' 
benzidine, l'amino-3 6thyl-9 carbazole ou I'un de leurs sels solubles dans i'eau. 

25. Proc^d6 de dosage selon la revendlcatlon 23, dans lequel la sonde enzymatique est la phosphatase 
alcallne et en ce que ractivitS de I'enzyme est rkvklke par le phosphate de paranltrophdnyle, le phosphate 60 
de m6thyl-4 umbellif6ryle ou par le phosphate de bromo-5 chloro-4 indole-3 yie. 

26. Proc6d6 de dosage selon la revendlcatlon 23, dans lequel la sonde enzymatique est la 
P-galactosidase et en ce que Tactlvitd de I'enzyme est rdv6l6e par rorthonltroph6nyl p-D-galactopyrano- 
side ou le m6thyl-4 umbellif^ryl p-D-galactopyranoside. 

27. Proc6d6 de dosage selon la revendlcatlon 23. dans lequel la sonde enzymatique est 65 
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rac6tylchoIlnest6ras6 et en ce que ractMt6 de renzyme est r6v6l6e par rac6tylthlochol[ne at. comme 
chromogdne. I'acide dtthio-5.5' nltro-2 benzoTque ou I'un de leurs sels solubles dans I'eau. 
28. Proc6dd de dosage selon Tune des revendicatlons 21 ou 22, dans iequel les antlcorps monoclonaux 
destin6s au marquage portent une sonde radio-lsotoplque k I'iode 125 ou ^ Tiode 131 . 
5 29. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendicatlons 21 ou 22, dans Iequel la dur6e totale d'ex6cution 

du dosage est Inf6rieure ou 6gale & 1 heure. 

30. Proc^d6 selon la revendication 21, dans Iequel le ou les antlcorps monoclonaux fix6s sur le support 
sollde sent des antlcorps HLA de classe I. 

31. Proc6d6 seion (a revendication 30, dans Iequel Tantlcorps monoclonal flx6 sur le support sollde est 
10 I'anticorps d§nomm6 S-classe I, 

32. Proc^dd selon la revendication 21, pour te dosage de Tun ou de plusieurs antig^nes de surface des 
^l^ments figures du sang humain. 

33. Proc^dS selon la revendication 21, dans Iequel les 6l§ments figures du sang humain sont les 
leucocytes, les lymphocytes, les lymphocytes T, les lymphocytes T porteurs du marqueur CD4, appelis 

IS lymphocytes T4, les lymphocytes T porteurs du marqueur CDS, appel6s lymphocytes T8. les lymphocytes 
B, les granulocytes, les plaquettes. 

34. ProcSdd selon la revendication 21 , pour le dosage de Tun quelconque ou de plusieurs antlgdnes de 
surface d'un micro-organlsme pathogSne. 

35. ProcSd6 seion la revendication 34. dans Iequel le micro-organlsme pathogdne est Candida albicans. 
20 36. ProcidS selon la revendication 21 , pour le dosage de Tun quelconque ou de plusieurs des antlgSnes 

membranalres des cellules tumorales. 

37. Proc^de selon la revendication 38, dans Iequel les cellules tumorales sont celles des cancers de 
I'appareil urinaire ou celles des hSmopathies malignes. 

38. Proc6d6 selon les revendicatlons 21 et 22 conslstant ^ immoblllser une population cetlulaire sur une 
25 plaque de micro-tltratlon par un ou plusieurs antlcorps monoclonaux sp6clflques d'antlg^nes de surface 

de cette population et, dans la m§me 6tape, k marquer dlrectement des sous-populations cellulaires 
constitutlves de la population flx6e au moyen de plusieurs solutions contenant chacune un antlcorps 
monoclonal spScifique chacun d'un antigine de surface de I'une des sous-populations celtutaires & 
doser. 

30 39. ProcSdS selon la revendication 38 pour le dosage d'antigdnes sp6cifiques des sous-populations 

lymphocytaires T. T4, T8 et B. 

40. Proc^d6 selon la revendication 38 pour la caract^risatlon et le dosage de differents antigdnes 
constituent I'^qulpement antig^nlque de surface des cellules tumorales d'hemopathles malignes. 
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